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SOMMAIRE 
Les riborégulateurs sont un sujet de grand intérêt pour une partie de la communauté 
scientifique depuis leur découverte en 2002. Toutefois, comme ces structures retrouvées dans 
des ARNm ayant la capacité de réguler l'expression génétique en réponse à la liaison d'un 
petit métabolite sont présentées comme une cible antibiotique très prometteuse, les 
riborégulateurs intéressent maintenant les médias ainsi que la population en général. Malgré ce 
fort potentiel de cible antibiotique, il reste encore beaucoup d'interrogations à élucider avant 
de commercialiser des molécules ciblant les riborégulateurs afin de contrer une infection 
bactérienne chez un animal ou un humain. De cette manière, la recherche visant à mieux 
caractériser les riborégulateurs est d'une grande importance. L'étude présentée dans ce 
mémoire a donc comme objectif général de mieux caractériser le riborégulateur SAM-I d'un 
point de vue structural et fonctionnel. 
Grâce à des techniques de transcription in vitro à cycle unique (single-round in vitro 
transcription), d'acylation sélective du 2'-hydroxyle analysée par extension d'amorce 
(SHAPE) et de transfert d'énergie par résonnance de fluorescence (FRET), il a été possible de 
mieux caractériser deux éléments structuraux importants pour le repliement et la fonction du 
riborégulateur SAM-I. En effet, il a été démontré que l'appartement du cœur ainsi que 
l'identité des nucléotides de la jonction 1/4, sont essentiels au bon fonctionnement du 
riborégulateur. De plus, des essais d'électrophorèse comparative sur gel (CGE) ont permis de 
caractériser la phase ondulatoire de la rotation de la tige PI du riborégulateur SAM-I ainsi que 
confirmer sa présence dans le cas d'un aptamère à 3 voies, c'est-à-dire qui ne possède pas de 
tige P4. 
Mots-clés : régulation génétique, aptamère, riborégulateur, S-adénosylméthionine, ARN. 
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INTRODUCTION 
A. Les avancées de la biologie moléculaire 
De nombreuses découvertes scientifiques survenues au cours du XXe siècle ont, sans contredit, 
mené à une révolution au niveau de la compréhension des mécanismes cellulaires et 
moléculaires des organismes vivants. C'est en 1938 que Warren Weaver utilisa pour la 
première fois le concept de biologie moléculaire afin de décrire les techniques modernes 
utilisées pour étudier les détails de certains procédés de la vie (Rees, 1987). Quinze années 
plus tard, soit en 1953, le biologiste James Watson et le physicien Francis Crick ont découvert 
la molécule à la base de la vie soit l'acide désoxyribonucléique (ADN) (Watson et Crick, 
1953). Au fil des années, l'avancement des technologies a permis de déchiffrer le code 
génétique qui contient l'ensemble des informations nécessaires au développement et au 
fonctionnement de tous les organismes vivants. En effet, il y a maintenant dix ans, le premier 
génome humain complet a été séquencé, soit celui du biologiste américain John Craig Venter 
(Venter et al., 2001). De nos jours, la biologie moléculaire est considérée comme étant une 
discipline à la croisée entre la génétique, la biochimie et la physique qui vise à élucider les 
mécanismes reliés aux fonctions métaboliques d'un organisme. En effet, il est maintenant 
possible, comme il a été mentionné précédemment de séquencer des génomes, mais aussi de 
séquencer des transcriptomes complets (Carninci, 2009; Tariq et al., 2011), d'analyser et 
comparer des protéomes (Langen et al., 1997), de connaître la structure tridimensionnelle de 
plusieurs molécules (Wenk et al., 1992) ou encore, de faire des études à l'échelle de la 
molécule unique (single molecule) (Anazawa et al., 2002). 
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B. L'expression génétique et le métabolisme 
L'expression génétique, principe sur lequel repose la biologie moléculaire, est définie comme 
étant le procédé par lequel l'information contenue dans un gène est utilisée afin de produire un 
élément fonctionnel, c'est-à-dire une protéine ou un acide ribonucléique non codant (ARNnc). 
Dans le cas où l'élément fonctionnel à obtenir est une protéine, l'expression génétique est 
décrite selon deux étapes principales soit la transcription et la traduction. En effet, l'ADN est 
transcrit par TARN polymérase (ARN pol) en ARN messager (ARNm). L'ARNm est alors 
reconnu par les ribosomes qui le traduisent en protéine (Figure 1.1). De manière différente, les 
ARNnc, tels que les ARN ribosomaux (ARNr), les ARN de transfert (ARNt), les petits ARN 
nucléaires (pARNn), les petits ARN nucléolaires (pARNno), les microARN (miARN) ou 
autres sont des ARN fonctionnels qui ne sont pas reconnus par les ribosomes, ainsi ils ne sont 
pas traduits dans le but de produire une ou plusieurs protéines. 
Transcription Traduction 
gsg > jyip 
Figure 1.1. Principe de base de l'expression génétique. Les flèches pleines représentent 
les étapes d'expression génétiques menant de l'ADN à la formation d'une protéine. 
Bien que les protéines assurent divers rôles dans la cellule comme des fonctions structurales, 
des fonctions motrices ou des fonctions de transport intra et extracellulaire, bon nombre 
d'entre elles sont essentielles aux fonctions associées à l'expression génétique ou au 
métabolisme. En effet, certaines protéines agissent au niveau de la signalisation cellulaire ou 
au niveau du contrôle de l'expression de certains gènes. De plus, certaines protéines assurent 
des fonctions enzymatiques, c'est-à-dire qu'elles catalysent directement des réactions 
associées au métabolisme cellulaire. Le métabolisme cellulaire peut être défini comme étant 
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l'ensemble des réactions chimiques permettant le catabolisme (dégradation) ou l'anabolisme 
(synthèse) de molécules organiques. Ainsi, le métabolisme permet la formation de métabolites 
et d'énergie essentiels à la survie de la cellule. 
B.l. Régulation de l'expression génétique et du métabolisme chez les bactéries 
La survie d'une bactérie dépend de son habileté à croître, et ce, même lorsque les conditions 
ne sont pas idéales. Son énergie est utilisée afin de synthétiser différents métabolites 
nécessaires à sa croissance et à son fonctionnement. Afin d'économiser au maximum cette 
énergie, une bactérie doit être en mesure de réguler finement l'expression de ses gènes et de 
son métabolisme. De cette manière, plusieurs mécanismes de régulation permettent une 
production adéquate de différentes molécules fonctionnelles (Figure 1.2). Ainsi, divers acteurs 
comme les facteurs sigma (facteurs a), les facteurs de transcription (FT), les systèmes 
d'antiterminaison (AT), les facteurs d'élongation de la transcription, les ARN régulateurs 
dépendants d'un signal, les petits ARN régulateurs, les protéines qui lient des ARN et des 
ribonucléases sont responsables de contrôler les différentes étapes de l'expression génétique 
ainsi que du métabolisme cellulaire (Roth et Breaker, 2009). Grâce à tout cela, la bactérie 
exerce un contrôle précis sur la transcription et la traduction de ses gènes et par conséquent, 
sur les réactions enzymatiques propres à son métabolisme. 
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Figure 1.2. Mécanismes de régulation génétique chez les bactéries. (A) Les facteurs sigma 
et autres facteurs de transcription (FT) contrôlent l'initiation de la transcription. 
Les étapes qui suivent l'initiation de la transcription sont régulées par différents 
mécanismes tels que (B) des systèmes d'antiterminaison et d'autres protéines 
influençant l'élongation, (C) des ARN régulateurs répondant à un signal et agissant 
en cis pour contrôler la terminaison de la transcription et (D-E) des petits ARN 
régulateurs, des protéines liant des ARNm et des ARN régulateurs en cis contrôlent 
l'expression génétique au niveau de la traduction et de la dégradation des ARNm. 
Adaptée de Roth et Breaker (2009). 
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B.l.l. De l'ADN à I'ARNm : régulation de la transcription 
Tout d'abord, puisque la transcription est la première étape de l'expression génétique, un 
contrôle à ce niveau diminue grandement le gaspillage d'énergie. En effet, l'inhibition de la 
transcription permet d'éviter de synthétiser des molécules qui ne sont pas requises par la 
cellule. De cette manière, l'initiation de la transcription est une cible majeure pour différents 
mécanismes de régulation de l'expression génétique chez les bactéries (Winkler et Breaker, 
2005). L'association entre différents facteurs sigma et l'ARN polymérase permet de 
reconnaître spécifiquement le promoteur approprié et ainsi d'initier la transcription de gènes 
nécessaires à un stade particulier de croissance de la bactérie ou encore en conditions de stress 
(Roth et Breaker, 2009). En effet, la présence de certains facteurs de stress ou de nouvelles 
molécules associées à un changement de conditions physiologiques peut mener à une 
compétition entre les différents facteurs sigma pour la liaison à l'ARN polymérase. Cette 
compétition aboutit ainsi à l'activation ou la répression de l'expression de divers gènes 
(Mooney et al., 2005; Navarro Llorens et al., 2010). À l'instar des facteurs sigma, l'initiation 
de la transcription peut aussi être régulée en réponse à l'association entre différents facteurs de 
transcription et l'ADN ou l'ARN polymérase (Browning et Busby, 2004). Le séquençage de 
génomes bactériens a permis d'identifier des centaines de facteurs de transcription putatifs, et 
ce, pour une seule bactérie. Par exemple, il est prédit que plus de 200 facteurs de transcription 
seraient codés par le génome de Bacillus subtilis (Winkler et Breaker, 2005). 
De cette manière, une bactérie peut réguler son métabolisme cellulaire à la suite de réactions 
enzymatiques. Ainsi, le niveau de production d'enzymes inductibles, c'est-à-dire non 
constitutives, peut être contrôlé à la hausse ou à la baisse en réponse à l'absence ou la présence 
d'un certain substrat. L'exemple le plus souvent cité dans la littérature concernant ce type de 
régulation est, sans contredit, l'opéron lactose (lac) qui résulte en l'activation ou la répression 
de la synthèse d'enzyme (Jacob et Monod, 1961). En effet, l'opéron lactose comprend deux 
sites régulateurs nommés le promoteur et l'opérateur ainsi que les gènes lacZ, lacY et lacA 
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codant pour des protéines impliquées dans le transport et le métabolisme du lactose. En 
absence de lactose, une protéine répressive se lie sur l'opérateur, ce qui empêche l'ARN 
polymérase de transcrire les gènes de l'opéron lac. Par contre, lorsque du lactose est présent 
dans la cellule, il se lie à la protéine répressive et l'inactive, permettant ainsi de produire les 
enzymes codées par les gènes lac. De cette manière, le lactose présent dans la cellule peut être 
métabolisé. De plus, cet opéron comprend un deuxième mécanisme de régulation, celui-ci en 
réponse au glucose. En effet, en présence de lactose et de glucose dans la cellule, le répresseur 
est inactivé, mais il n'y a pas d'expression des gènes lacZ, lacY et lacA. Le glucose est utilisé 
par la cellule, ce qui résulte en l'accumulation d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) 
qui forme un complexe avec la protéine activatrice des gènes cataboliques (CAP). Le 
complexe CAP-AMPc se lie au promoteur de gènes de l'opéron lactose se qui permet 
d'augmenter l'affinité de l'ARN polymérase au promoteur et ainsi augmenter la transcription 
des gènes. 
Par la suite, lors de l'élongation de la transcription, l'incorporation de chaque ribonucléotide à 
l'ARNm naissant peut avoir différents effets sur la transcription. En effet, l'ARN polymérase 
peut simplement continuer l'élongation ou encore, peut faire une pause, arrêter, revenir en 
arrière ou terminer la transcription (Greive et von Hippel, 2005; Vassylyev, 2009). De cette 
manière, plusieurs facteurs d'élongation, séquences spécifiques sur l'ARN et systèmes 
d'antiterminaison permettent de favoriser l'une ou l'autre des << décisions » que peut prendre 
l'ARN polymérase lors de l'élongation de la transcription (Roth et Breaker, 2009). 
Finalement, la dernière étape de la transcription, soit la terminaison, peut être régulée via des 
ARN régulateurs qui agissent en cis, c'est-à-dire qui régulent leur propre expression. D s'agit 
habituellement d'une portion d'ARNm sensible à un certain signal qui engendre sa propre 
régulation, soit la continuation de la transcription ou encore un arrêt prématuré de celle-ci. Par 
exemple, les riborégulateurs agissent de cette manière en empêchant ou favorisant la 
formation d'une tige terminatrice indépendante de la protéine Rho (Roth et Breaker, 2009). La 
régulation transcriptionnelle induite par les riborégulateurs sera discutée plus en détail à la 
section C de l'introduction. 
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B.1.2. De l'ARNm à la protéine : régulation de la traduction 
Plusieurs mécanismes permettent un contrôle fin de la synthèse de la protéine ou des protéines 
codées par un ARNm. Ce type de régulation peut avoir lieu en même temps que la 
transcription, c'est-à-dire de manière co-transcriptionnelle, ou encore une fois la transcription 
de l'ARNm achevée. Par exemple, certains ARN permettent la régulation en cis de la 
traduction en réponse à un signal. Effectivement, il existe des riborégulateurs qui contrôlent 
l'initiation de la traduction en séquestrant la séquence Shine-Dalgarno (SD) et/ou le codon 
d'initiation de la traduction (Roth et Breaker, 2009). De cette manière, le riborégulateur 
empêche la liaison du ribosome à l'ARNm, ainsi la traduction ne peut pas avoir lieu et aucune 
protéine ne sera produite à partir de cet ARNm. La régulation traductionnelle via les 
riborégulateurs sera discutée plus en détail à la section C de cette introduction. 
En plus de ces ARN régulateurs agissants en cis, certains petits ARN peuvent agir en trans, 
c'est-à-dire au niveau d'un autre ARNm. Par exemple, un petit ARN peut se lier à la région 
non codante en 5' d'un ARN messager, empêchant ou favorisant son accès par le complexe 
d'initiation de la traduction (Gottesman et Storz, 2010; Waters et Storz, 2009). De plus, il a été 
récemment démontré que des petits ARN pouvaient s'apparier à la région codante d'un 
ARNm. Cependant, il reste à déterminer si ces interactions sont impliquées dans la régulation 
de la traduction ou sur la stabilité de l'ARNm (Pfeiffer et al., 1009). De plus, certains petits 
ARN agissent en trans via la liaison à une protéine liant l'ARN. L'exemple le plus connu est 
retrouvé chez Escherichia coli où les petits ARN CsrB et CsrC se complexent avec la protéine 
CsrA. La protéine CsrA est une protéine liant l'ARN de façon post-transcriptionnelle, ce qui 
influence l'accessibilité des ribosomes et la stabilité de cet ARNm (Baker et al., 2002; Liu et 
al., 1997; Liu et Romeo, 1997). De plus, certaines protéines lient directement les ARNm, sans 
l'intermédiaire de petits ARN régulateurs, et influencent la stabilité de ces derniers empêchant, 
par exemple, la dégradation des ARNm via des ribonucléases (Roth et Breaker, 2009). 
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Un autre exemple de régulation au niveau de la traduction est l'atténuation traductionnelle 
comme celle effectuée par l'opéron tryptophane (Morse et al., 1969). À l'inverse de l'opéron 
lactose, l'expression des gènes de l'opéron tryptophane est atténuée en présence de 
tryptophane. En effet, lorsque le tryptophane est présent dans la cellule, cet acide aminé se lie 
sur une protéine répressive et l'active. Ainsi, la protéine répressive liée au tryptophane 
diminue la transcription des gènes de l'opéron qui codent pour des enzymes nécessaires à la 
synthèse de cet acide aminé. À l'inverse, lorsque le tryptophane n'est pas disponible dans la 
cellule, la protéine répressive non liée à l'acide aminé reste inactive. Puisque la protéine ne 
peut pas assurer sa fonction de répression, les enzymes de synthèse du tryptophane sont donc 
synthétisées. 
B.1.3. De la protéine au métabolite cellulaire : régulation métabolique 
Le dernier mécanisme de régulation du métabolisme est la rétro-inhibition d'enzyme. D s'agit 
d'un processus par lequel le produit final de la voie métabolique inhibe, de manière 
allostérique, l'activité de la première enzyme unique à cette voie de biosynthèse. De cette 
manière, la liaison du métabolite final au site allostérique de l'enzyme altère le site de liaison 
du substrat sur l'enzyme qui ne peut plus exercer sa fonction. Par contre, les autres enzymes 
de la voie métabolique restent actives même si leur substrat n'est pas produit. La répression du 
métabolisme esLmaintenue jusqu'à ce que la concentration Hn métahnlite final soit insuffisante 
pour agir sur l'enzyme. 
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C. Les riborégulateurs 
C.l. Découverte des riborégulateurs 
Pendant plusieurs années de nombreux groupes de recherche se sont intéressés à des gènes 
connus pour contrôler certaines voies métaboliques bactériennes, sans toutefois connaître les 
protéines impliquées dans leur régulation (Christiansen et al., 1997; Gelfand et al., 1999; 
Grundy et Henkin, 1998; Miranda-Rios et al., 2001; Nou et Kadner, 2000; Patte et al., 1998). 
Par exemple, le groupe de recherche de Mikhail S. Gelfand a démontré que certaines 
mutations introduites à l'intérieur d'une structure complexe adoptée dans la région 5' non 
traduite (5' UTR) de certains ARNm codant pour des gènes associés à l'opéron riboflavine 
chez les bactéries Bacillus subtilis et Bacillus amyloliquefaciens affectaient la synthèse de la 
riboflavine (Gelfand et al., 1999). C'est alors que ce groupe de recherche a postulé qu'il était 
possible que cette structure d'ARNm interagisse avec un élément de régulation. De cette 
façon, l'interaction entre l'élément régulateur inconnu et l'ARNm pourrait affecter la 
conformation de ce dernier, et ainsi, agir sur le niveau d'expression du gène (Gelfand et al., 
1999). À cette époque, il était pratiquement inconcevable de croire à une régulation génétique 
où il n'y avait aucune implication protéique. D'ailleurs, ce n'est que trois années plus tard que 
le groupe de recherche de Ronald R. Breaker a démontré que la liaison d'un petit métabolite à 
la région 5' non traduite d'un ARNm naissant permettait de contrôler l'expression génétique. 
(Nahvi èt al., 2002; Winkler et al., 2002a). Le terme riborégulateur (riboswitch) a été utilisé 
pour la première fois par l'équipe de Ronald R. Breaker en 2002 pour décrire ce type d'ARNm 
régulateur agissant en cis (Winkler et al., 2002a). Aujourd'hui, plus d'une vingtaine de classes 
de riborégulateurs ont été identifiées chez des organismes faisant partie des trois domaines du 
vivant, soit les procaryotes, les eucaryotes et les archées (Poiata et al., 2009; Roth et Breaker, 
2009). D est estimé que près de 4 % des gènes bactériens seraient régulés par un mécanisme 
impliquant la liaison d'un métabolite à un ARNm (Kelley et Hamelberg, 2010). 
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C.2. Définition du concept de riborégulateur 
Tout d'abord, il est important de mentionner que tous les biologistes ne s'entendent pas sur la 
définition de ce qu'est un riborégulateur. Cependant, certaines caractéristiques sont 
majoritairement acceptées lorsqu'il s'agit de définir le concept. De cette manière, un 
riborégulateur est défini comme étant une structure d'ARNm, généralement retrouvée dans la 
région 5' non traduite, qui contrôle le niveau d'expression génétique (Bastet et al., 2011). La 
liaison spécifique d'un métabolite (ou ligand) à cette structure d'ARN entraîne un changement 
de conformation, ce qui entraîne une régulation positive ou négative de l'expression du gène 
ou des gènes en aval du riborégulateur (Barrick et Breaker, 2007). De manière générale, la 
fonction de la protéine ou des protéines codées par le gène sous le contrôle du riborégulateur 
est directement reliée au métabolisme du ligand ayant entraîné cette régulation. La confusion 
dans la définition du concept de riborégulateurs vient souvent lorsqu'il s'agit de déterminer si 
certains ARN régulateurs répondant au changement de pH (Nechooshtan et al., 2009) ou de 
température (Chowdhury et al., 2003) sont des riborégulateurs ou non. En effet, comme le pH 
et la température ne sont pas des métabolites, certains biologistes considèrent qu'ils ne 
constituent pas des classes de riborégulateurs, mais plutôt ils feraient partie d'une catégorie 
complètement différente de régulateurs. Cependant, il est à noter que ces ARN répondant au 
pH ou à la température sont considérés, dans ce document, comme des classes de 
riborégulateurs. 
Plusieurs groupes de recherche voient en ces petits ARN régulateurs un fort potentiel en tant 
que cible d'une nouvelle classe d'antibiotiques puisqu'ils sont retrouvés chez une multitude de 
bactéries pathogènes tout en n'étant pas retrouvés chez les humains (Blount et Breaker, 2006; 
Blount et al., 2007; Lee et al., 2009; Mulhbacher et al., 2010; Nudier et Mironov, 2004; Ott et 
al., 2009; Sudarsan et al., 2005). Le principe qui sous-tend cette hypothèse de fort potentiel de 
cible pour un antibiotique est le suivant. Puisque la majorité des riborégulateurs inhibent 
l'expression génétique lorsqu'ils sont en association avec leur ligand, il suffit de trouver un 
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métabolite analogue à celui-ci qui pourrait aussi se lier au riborégulateur. Ainsi, la liaison de 
cet analogue exogène au riborégulateur permettrait d'inhiber une ou plusieurs voies 
métaboliques essentielles à la survie de la bactérie pathogène ce qui permettrait ainsi de 
combattre l'infection efficacement. De plus, ils possèdent une spécificité très élevée pour 
certains métabolites, ce qui permet de discriminer entre plusieurs molécules semblables et 
ainsi rendre les riborégulateurs très efficaces (Blount et Breaker, 2006; Deigan et Ferre-
D'Amare, 2011). À cet effet, notre groupe de recherche a publié récemment un article 
concernant l'utilisation d'un analogue de la guanine afin de réduire une infection causée par la 
bactérie Staphylococcus aureus dans le cas de la mammite murine (Mulhbacher et al., 2010). 
La structure d'un riborégulateur est composée de deux domaines. En premier lieu, la partie 
très structurée en 5' du riborégulateur possédant la capacité de lier le ligand est nommée 
aptamère (Figure 1.3). La séquence et la structure de l'aptamère sont généralement hautement 
conservées dans la même classe de riborégulateur, c'est-à-dire chez les différents 
riborégulateurs liant le même ligand. Par contre, deux ligands particuliers, soit la pré-
queuosine, (Pré-Qi) et la 5-adénosylméthionine (SAM), sont connus pour lier plus d'une 
structure d'ARN. Dans ces cas particuliers, les différents motifs de riborégulateur pouvant lier 
le même métabolite sont considérés comme étant des sous-classes de ce riborégulateur (Poiata 
et al., 2009; Roth et al., 2007). En second lieu, la régulation génétique est possible grâce à une 
structure beaucoup moins conservée se retrouvant en 3' de l'aptamère du riborégulateur. Cette 
structure est retrouvée majoritairement sous la forme de tige-boucle et est nommée plateforme 
d'expression (Figure 1.3). D est à noter qu'une partie en 3' de l'aptamère ainsi qu'une partie en 
5' de la plateforme d'expression se chevauchent. 
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Figure 1.3. Représentation générale d'un ARNm contenant un riborégulateur. Le 
riborégulateur, se retrouvant dans la région 5' non traduite (5' UTR) de l'ARNm, 
comprend deux domaines. L'aptamère est la structure ayant la capacité de lier de 
manière spécifique un ligand et la plateforme d'expression est le domaine qui 
permet la régulation génétique. Adaptée et modifiée de Roth et Breaker (2009). 
C.3. Mécanismes de régulation utilisés par les riborégulateurs 
Les riborégulateurs contrôlent l'expression génétique en utilisant cinq mécanismes. Les deux 
mécanismes les plus répandus et les plus étudiés sont ceux qui entraînent une régulation au 
niveau transcriptionnel ou traductionnel en cis. Cependant, il existe aussi des riborégulateurs 
qui contrôlent l'épissage alternatif d'introns du groupe I (Cheah et al., 2007; Hartig, 2010; 
Poiata et al., 2009; Wachter et al., 2007), qui régulent en antisens (André et al., 2008; Loh et 
al., 2009) ou qui agissent sur la stabilité de l'ARNm (Winkler et al., 2004). De façon générale, 
les gènes régulés par les riborégulateurs codent pour des protéines de synthèse appartenant à la 
voie métabolique menant à la formation du métabolite liant ce riborégulateur. En absence de 
ligand, la conformation du riborégulateur, nommé apo-riborégulateur, est dite active (ON) et 
permet l'expression du gène ou des gènes en aval du riborégulateur. À l'inverse, en présence 
de ligand et à la suite de sa liaison au riborégulateur, celui-ci adopte une conformation dite 
inactive (OFF) qui empêche l'expression du gène ou des gènes en aval du riborégulateur. Il 
existe aussi des riborégulateurs, comme celui liant l'adénine où la présence de ligand favorise 
l'adoption de la conformation active (Lemay et al., 2006). 
C.3.1. Mécanisme de régulation transcriptionnelle 
Le réarrangement structural du riborégulateur suivant la liaison du ligand entraîne la formation 
d'une tige terminatrice intrinsèque (Figure 1.4). Cette structure en tige-boucle suivie d'une 
série d'uraciles est connue pour déstabiliser le complexe formé entre l'ADN, l'ARN 
polymérase (ARN pol) et l'ARNm naissant (Landick et al., 1996; Merino et Yanofsky, 2002; 
Vitreschak et al., 2004). De cette façon, la polymérase et l'ARNm naissant décrochent de la 
matrice d'ADN, ce qui empêche la transcription d'être poursuivie. Ainsi, l'expression 
génétique est réprimée puisque l'ARNm n'est pas complété (Mandai et Breaker, 2004; Poiata 
et al., 2009; Tomsic et al., 2008). De plus, il est à noter que cet arrêt prématuré de la 
transcription s'effectue avant même que le codon d'initiation de la traduction soit transcrit. 
C.3.2. Mécanisme de régulation traductionnelle 
À l'instar de la régulation transcriptionnelle, la liaison du ligand à l'aptamère entraîne la 
formation d'une tige-boucle (Figure 1.4). Cependant, il ne s'agit pas d'une tige terminatrice. 
Cette structure entraîne plutôt une séquestration de la séquence Shine-Dalgarno (SD) et/ou du 
codon d'initiation de la traduction empêchant ainsi le recrutement du ribosome sur l'ARNm 
naissant. De cette façon, l'expression génétique est réprimée au niveau de l'initiation de la 
traduction (Fuchs et al., 2006; Pôîata et al., 2009). Par contre, contrairement à la régulation 
transcriptionnelle, l'ARNm est transcrit au complet. 
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Figure 1.4. Mécanismes de régulation transcriptionnelle et traductionnelle. 
(A) Riborégulateur réprimant l'expression d'un gène via un mécanisme de 
régulation transcriptionnelle. (1) L'aptamère adopte une structure permettant 
(2) la liaison du ligand, (3) ce qui mène à la formation d'une tige terminatrice 
(4) permettant le décrochage de l'ARN polymérase. (B) Riborégulateur réprimant 
l'expression d'un gène via un mécanisme de régulation traductionnelle. Les 
numéros (1) et (2) ont été expliqués précédemment. (3) La tige formée séquestre la 
séquence Shine-Dalgarno (antiSD) ce qui (4) empêche la liaison du ribosome à 
l'ARNm. Adaptée et modifiée de Roth et Breaker (2009). 
C.3.3. Épissage alternatif 
Le riborégulateur liant la thiamine pyrophosphate (TPP) est le seul riborégulateur retrouvé 
chez les eucaryotes où il agit sur l'épissage alternatif (Cheah et al., 2007; Poiata et al., 2009; 
Wachter et al., 2007). L'aptamère du riborégulateur est situé dans un intron qui contient deux 
sites potentiels d'épissage en 5'. En absence de ligand, la partie conservée de l'aptamère 
permettant la liaison au TPP fait une interaction de type paire de bases avec une séquence près 
du deuxième site d'épissage, ce qui rend le premier site plus accessible pour le complexe 
d'épissage (spliceosome). À l'inverse, lorsque le TPP est lié au riborégulateur, le deuxième 
site d'épissage est reconnu préférentiellement par le complexe d'épissage. En plus du 
riborégulateur TPP, un riborégulateur agissant sur l'épissage alternatif chez Clostridium 
difficile, un organisme procaryote, a aussi été récemment découvert, il s'agit du riborégulateur 
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liant la guanosine monophosphate cyclique (c-di-GMP) (Hartig, 2010). Par contre, le mécanisme 
de ce riborégulateur est particulier puisque sa plateforme d'expression constitue un site 
d'autoépissage, c'est-à-dire qu'il s'agit d'un ribozyme agissant sur l'épissage alternatif 
d'introns du groupe I (Hartig, 2010). En effet, en absence de ligand, l'ARNm pleine longueur 
ne peut pas être traduit puisque le site d'initiation de la traduction est séquestré par une partie 
de la séquence d'introns. Cependant, lorsque la c-di-GMP se lie à l'aptamère du 
riborégulateur, l'autoclivage de l'ARNm libère le site d'initiation de la traduction, ce qui 
permet à l'ARNm d'être traduit en protéine (Hartig, 2010). 
C.3.4. Régulation antisens 
Jusqu'à présent, deux exemples de riborégulateurs ont été démontrés pour agir en trans, c'est-
à-dire, au niveau de l'expression d'un autre gène. D s'agit des riborégulateurs SAM et ARNt 
(André et al., 2008; Loh et al., 2009). Ce mécanisme de régulation génétique est possible grâce 
à l'hybridation entre deux ARNm. Par exemple, l'appariement entre une partie de l'aptamère 
du riborégulateur SAM et sa séquence complémentaire retrouvée au niveau de l'ARNm du 
gène d'intérêt inhibe l'expression de ce dernier. Évidemment, l'interaction entre le 
riborégulateur et le gène d'intérêt dépend de la liaison du ligand (Loh et al., 2009). 
C.3.5. Ribozyme 
Deux riborégulateurs contrôlent l'expression génétique grâce à un autoclivage, c'est-à-dire 
qu'il s'agit de ribozymes. En effet, il s'agit du riborégulateur liant la c-di-GMP dont il a été 
question à la section C.3.3 et le riborégulateur liant la glucosamine-6-phosphate (GlcN6P). La 
liaison du ligand au riborégulateur mène à un autoclivage rapide de l'ARNm qui est ensuite 
dégradé par différents mécanismes de dégradation de la cellule (Winkler et al., 2004). 
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C.4. Classes de riborégulateurs 
Comme il a été mentionné précédemment, plus d'une vingtaine de classes de riborégulateurs 
ont été découvertes jusqu'à ce jour. Ces éléments régulateurs sont connus pour lier de 
multiples métabolites tels que des acides aminés (glycine et lysine; tableau 1.1), des bases 
azotées (adénine, 2'-déoxyguanosine, guanine et pré-queuosinej ; tableau 1.2), des coenzymes 
et cofacteurs (adénosylcobalamine, flavine mononucléotide, ion magnésium, cofacteur du 
molybdène, S-adénosylhomocystéine, 5-adénosylméthionine, thiamine pyrophosphate, 
cofacteur du tungstène; tableau 1.3) ou d'autres types de ligand (ARNt, glucosamine-6-
phosphate, guanosine monophosphate cyclique, pH et température; tableau 1.4). 
Tableau 1.1. Riborégulateurs liant des acides aminés 
Riborégulateur/ 
ligand 
Exemples de gènes 
contrôlés 
Ligand 
Fonctions biologiques 
Structure secondaire 
de l'aptamère 
Glycine Clivage de glycine et de 
malate synthétase. 
Métabolisme du carbone. 
Conversion et synthèse de 
glycine. 
(Mandai et al:, 12004^ 
Serganov et Patel, 2009; 
Winkler et Breaker, 2005) 
H3N 
O 
Composante des 
protéines. 
Lysine 
L-box 
Biosynthèse, transport et 
catabolisme de lysine. 
(Blouin et Lafontaine, 
2007; Serganov et Patel, 
2009; Winkler et Breaker, 
2005) 
H2N 
NH2 
Composante des 
protéines. 
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Tableau 1.2. Riborégulateurs liant des bases azotées 
Riborégulateur / 
ligand 
Exemples de gènes 
contrôlés 
Ligand 
Fonctions biologiques 
Structure secondaire 
de l'aptamère 
Adénine 
A-box 
Métabolisme de l'adénine. 
Transport de protéines et 
de purines. 
(Johansen et al., 2003; 
Lemay et al., 2006; 
Nygaard et Saxild, 2005) 
H 
Purine : composante de 
l'ADN et de TARN. 
2'-déoxy-
guanosine 
(dG) 
Ribonucléotide réductase. 
Transporteur de 
phosphate. 
(Edwards et Batey, 2009; 
Kim et Breaker, 2008) 
V-NH 
Ho-~t!rVY0 
HCJ' HN~f 
NHj 
Analogue de la 
guanine. 
Guanine 
G-box 
Métabolisme et le 
transport des purines et de 
la guanine plus 
particulièrement. 
(Mulhbacher et al., 2010) 
Purine : composante de 
l'ADN et de l'ARN. 
Pré-queuosine] 
(PréQ.) 
Biosynthèse de la 
queosine. 
(Roth et al., 2007) 
H«N—„ O V-
N-^N^nh, 
Intermédiaire dans la 
biosynthèse de la 
queuosine. 
(Iwata-Reuyl, 2003; 
Roth et al., 2007) 
PréQi-I 
.aîg. 
PréQ,-U jfi 
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Tableau IJ. Riborégulateurs liant des coenzymes et cofacteurs 
Riborégulateur/ 
ligand 
Exemples de gènes 
contrôlés 
Ligand 
Fonctions biologiques 
Structure secondaire 
de l'aptamère 
Adénosyl-
cobalamine 
(AdoCbl) 
Synthèse et dans le 
transport d'adénosyl 
cobalamine. Cg T tj F|PI« 
1 
ou Synthèse et transport de •r! ' 2T r ~ *T* 
Coenzyme Bt2 
(COB12) 
cobalamine. Réactions de 
Transport du cobalt. transméthylation et 
Fermentation du glutamate 
et du succinate. 
(Nahvi et al., 2002; 
Winkler et Breaker, 2005) 
d'isomérisation. 
Méthylation de certains 
métaux. 
(Nahvi et al., 2002) 
Flavine 
mononucléotide 
(FMN) 
Synthèse et transport de 
riboflavine. 
(Winkler et al., 2002b) 
YY"7X"" 
S'04 
A: 
Réactions 
d'oxydoréduction. 
(Winkler et al., 2002b) 
Ion magnésium 
(Mg2+) 
M-box _ . _ 
Transport du Mg2+. 
(Cromie et al., 2006; Dann 
et al., 2007; Ramesh et al., 
2011) ~ 
Ion divalent essentiel à 
diverses réactions 
biochimiques. 
Cofacteur du 
molybdène 
(Moco) 
Transport du molybdate. 
(Regulski et al., 2008) 
Adaptée de Roth et 
Breaker (2009). 
Biosynthèse d'enzymes 
et de protéines. 
(Regulski et al., 2008) 
— M 
MH 
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Tableau 1.3. Riborégulateurs liant des cœnzymes et cofacteurs (suite) 
Riborégulateur/ 
ligand 
Exemples de gènes 
contrôlés 
Ligand Structure secondaire 
Fonctions biologiques de l'aptamère 
S-adénosyl-
homocystéine 
(SAH) 
Conversion du SAH en 
homocystéine. 
(Montange et al., 2009; 
Wang et Breaker, 2008) Intermédiaire de 
synthèse de cystéine. 
(Wang et Breaker, 
2008) 
5-adénosyl-
méthionine 
(SAM) 
S-box 
Métabolisme du soufre. 
Biosynthèse de la cystéine. 
Biosynthèse et recyclage 
de la méthionine. 
Biosynthèse de la SAM. 
Réductase de méthylène 
tétrahydrafolate. 
(Grundy et Henkin, 2004; 
Heppell et Lafontaine, 
2008; Nudler et Mironov, 
2004; Winkler et Breaker, 
2005) 
la 
Dérivé de la 
méthionine. 
Réactions de 
méthylation (ADN, 
ARN, protéines). 
(Roje, 2006) 
SAM-I SAM-II 
SAM-IIl SAM-IV 
SAM-V 
Thiamine 
pyrophosphate 
(TPP) 
Thi-box 
Biosynthèse, 
phosphorylation et 
transport de thiamine. 
Épissage d'ARN chez les 
eucaryotes. 
(Cheah et al., 2007; 
Winkler et al., 2002a) 
J.» 
Participe aux réactions 
de décarboxylation. 
(Cheah et al., 2007) 
Cofacteur du 
tungstène 
(Tuco) 
Transport du tungstène. 
(Regulski et al., 2008) 
Réactions 
d'oxydoréduction 
(Bevers et al., 2008) 
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Tableau 1.4 Riborégulateurs liant d'autres types de ligand 
Riborégulateur/ 
ligand 
Exemples de gènes 
contrôlés 
Ligand 
Fonctions biologiques 
Structure secondaire 
de l'aptamère 
ARNde 
transfert libre 
(ARNt) 
T-box 
Synthèse d'aminoacyl-
ARNt. 
(Green et al., 2010) 
Synthèse des protéines. 
Glucosamine-6-
phosphate 
(GlcN6P) 
Glucosamine synthase 
(Winkler et al., 2004) 'XX' 
Glucide 
Guanosine 
monophosphate 
cyclique 
(c-di-GMP) 
Environnement. 
Membranes. 
Motilité. 
(Smith et al., 2009) 
o "Y]T 
un n j—\ o o»-
Hi** /* u«<0./-«fc.-0-P-0M 
Adaptation bactérienne 
(mobilité, biofilm et 
virulence). 
(Smith et al., 2010) 
pH alx : transporteur putatif 
(Nechooshtan et ah, 2009) 
pH 
ysssû 
A 
o 
maO 
Température Chocs thermiques. 
Virulence. 
(Chowdhury et al., 2003; 
Henkin, 2008) 
Température 
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D. Riborégulateur SAM 
D.l. 5-adénosylméthionine et S-adénosylhomocystéine 
C'est en 1953 que le chercheur italien Giulio Catoni a découvert la S-adénosylméthionine 
(SAM) (Catoni, 1953; Loenen, 2006). À cette époque, cette molécule était principalement 
destinée au traitement de la dépression. La SAM est une molécule essentielle chez tous les 
organismes vivants grâce à son rôle de donneur de groupements méthyles. En effet, il s'agit 
d'une coenzyme clé lors des réactions de méthylation d'ADN, d'ARN, de protéines, d'acides 
nucléiques et de phospholipides (Grillo et Colombatto, 2008; Heppell et Lafontaine, 2008; 
Nudler et Mironov, 2004; Poiata et al., 2009; Weinberg et al., 2008). Puisque tous les 
groupements de la molécule sont utilisés dans un large éventail de réactions biochimiques, la 
SAM est considérée comme un des substrats d'enzyme les plus utilisés après l'adénosine 
triphosphate (ATP). Certains se plaisent même à décrire la SAM comme étant Vhomme à tout 
faire ou le maître de tout de la cellule (Loenen, 2006). De plus, la SAM est un métabolite 
pouvant lier des aptamères d'ARN nommés riborégulateurs SAM qui seront décrits plus en 
détail dans les prochaines pages. Il est intéressant de noter que la S-adénosylhomocystéine 
(SAH), analogue de la SAM produit à la suite de la donation du groupe méthyl de la SAM, est 
aussi un métabolite ayant la capacité de lier des riborégulateurs (Figure 1.5) (Poiata et al., 
2009; Wang et Breaker, 2008). 
Figure 1.5. Structures chimiques de la 5-adénosylméthionine (SAM) et de la S-adénosyl-
homocystéine. Le groupement méthyle (CH3) sur l'atome de soufre (S) est ce qui 
différencie les deux molécules. Adaptée et modifiée de Wang et Breaker (2008). 
SAM SAH 
HO OH HO OH 
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D.2. Riborégulateurs SAM 
C'est en 1998 que la première séquence et structure bidimentionnelle de riborégulateur SAM a 
été découverte. Puisqu'à ce moment, le concept de riborégulateur n'était pas connu, ce motif 
d'ARN a été nommé S-box (Grundy et Henkin, 1998). En effet, ce n'est que cinq années plus 
tard qu'il a été renommé riborégulateur SAM (Winkler et al., 2003). Jusqu'à ce jour, 
cinq différents motifs ont été identifiés et confirmés expérimentalement comme étant des 
riborégulateurs SAM. Ces cinq sous-classes de riborégulateurs SAM ont été nommées SAM-I, 
SAM-II, SAM-III, SAM-IV et SAM-V selon la chronologie de leur découverte. De plus, très 
récemment, une nouvelle classe de riborégulateur SAM/SAH a été découverte lors d'une étude 
génomique comparative effectuée par le groupe de recherche de Ronald R. Breaker (Weinberg 
et al., 2010). 
Les riborégulateurs SAM sont principalement retrouvés chez des bactéries à Gram positif 
(Barrick et Breaker, 2007). Les gènes qu'ils régulent sont reliés au métabolisme du soufre, 
incluant des gènes impliqués dans la biosynthèse de la cystéine, de la méthionine, de la SAM 
et de la SAH (Heppell et Lafontaine, 2008; Poiata et al., 2009). Chez plusieurs organismes, 
une méthionine synthase convertie l'homocystéine en méthionine qui sera convertit à son tour 
en S-adénosylméthionine par une SAM synthase, aussi nommée méthionine 
adenosyhransférase (MAT) (Figure 1.6) (Grundy erHenkiir, 1998; Loenen, 2006). 
22 
r homoséfine J 
IOt> 
( Q-acetylhomo»érine) Ç O-sucdnylhomosérine) 
Oi 
(cystathionine) 
(homocystéine) 
Ç méthionine) 
o SAM-I 
• SAM-II 
• SAM-III 
• SAM-IV 
A SAH 
• SAM-V 
( S-adeno«y1méthionirte (SAM) j 
i 
-oV^Vj 
CS-adenoaylhomocystéine (SAH)) 
NH, 
A » <yS 
o'*Y^'sV,oJ 
+ «Hj \ 7 
HO OH 
H HO OH 
Figure 1.6. Sous-classes de riborégulateurs impliquées dans la régulation de la 
biosynthèse de la S-adénosylméthionine (SAM) et de la S-adénosylhomocystéine 
(SAH). Il est à noter que la dernière sous-classe de riborégulateurs SAM, soit le 
SAM/SAH n'est pas représentée sur cette figure. Adaptée et modifiée de Wang et 
Breaker (2008) avec ajout d'informations tirées de Sowell et al (2008). 
D.2.1. Riborégulateur SAM-I 
Comme son nom l'indique, le SAM-I est le tout premier motif de riborégulateur SAM 
découvert (Grundy et Henkin, 1998). Il s'agit aujourd'hui de la sous-classe de riborégulateur 
SAM la plus étudiée d'entre toutes (Barrick et Breaker, 2007; Poiata et al., 2009). Le motif 
SAM-I est le plus répandu de tous les riborégulateurs SAM (tableau 1.5). En effet, il est 
retrouvé dans plus de 250 souches bactériennes (Weinberg et al., 2008). 
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Tableau 1.5. Distribution phylogénétique des sous-classes de riborégulateurs SAM 
SAM-I SAM-II SAM-III SAM-IV SAM-V SAM/SAH 
Acidobactéries X 
Actinomycètes X X 
Bactéroïdes X X X 
Chlorobi X 
Chloroflexi X 
Cyanobactéries X 
Deinococcus-Thermus X 
Fusobactéries X 
Firmicutes 
Bacillales X 
Clostridia X 
Lactobacilles X X 
Mollicutes X 
Proteobacteria 
a-proteobactéries X X X X X  
P-proteobactéries X 
8/E- proteobactéries X 
y- proteobactéries X X 
Adapté et modifié de Wang et Breaker (2008) 
(2010); Poiata et al. (2009). 
avec ajout d'informations de Weinberg et al. 
La structure cristalline du riborégulateur SAM-I de la bactérie Thermoanaerobacîer 
tengcongensis en présence de SAM a été résolue pour la première fois en 2006 (Montange et 
Batey, 2006). Cela a permis de mieux comprendre l'arrangement spatial qu'occupent les 
quatre tiges (PI, P2, P3, P4) de l'aptamère toutes reliées autour d'une jonction centrale 
nommée cœur (Figure 1.7A). La longueur de l'aptamère du riborégulateur SAM-I peut varier 
de 100 à 190 nucléotides à cause de l'énorme variation observée à l'extrémité de la tige P3. 
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Figure 1.7. Séquences et structures consensus des riborégulateurs SAM. Chacune de ces 
cinq sous-classes (A) SAM-I, (B), SAM-II, (C) SAM-III ou SAMMK? (D) SAM-IV, 
(E) SAM-V et (F) SAM/SAH possède une séquence et une structure consensus 
propre. Les figures (A) à (D) partagent la même légende (à droite de la figure (D)), 
tandis que les figures (E) et (F) possèdent leurs propres légendes. Adaptée de Wang 
et Breaker (2008), de Poiata et al. (2009) et de Weinberg et al. (2010). 
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D'entre toutes les sous-classes de riborégulateurs SAM, le SAM-I est celui qui a la meilleure 
affinité pour son ligand. En effet, sa constante de dissociation (K<j) pour la SAM est d'environ 
4 nM (Winkler et al., 2003). De manière moins efficace, le riborégulateur SAM-I peut aussi 
lier des analogues de la SAM, comme la SAH. La grande majorité des riborégulateurs SAM-I 
semblent fonctionner grâce à un mécanisme de régulation transcriptionnelle (McDaniel et al., 
2006; Poiata et al., 2009; Winkler et al., 2003). En effet, selon une analyse de séquences, la 
plupart de ces aptamères seraient suivis d'une tige terminatrice indépendante de Rho. 
Cependant, certains riborégulateurs SAM-I possèdent une plateforme d'expression ambiguë, 
c'est-à-dire où aucune tige terminatrice ne peut être prédite (Winkler et al., 2003). De plus, en 
2008, il a été démontré que le riborégulateur SAM-I de Clostridium acetobutylicum agissait de 
façon antisens sur le contrôle l'expression d'ARN de l'opéron ubiG impliqué dans le 
métabolisme de la méthionine (André et al., 2008). Un an plus tard, une autre équipe démontra 
qu'un autre riborégulateur SAM-I pouvait aussi agir de façon antisens sur la régulation d'un 
gène de virulence chez Listeria monocytogenes (Loh et al., 2009). 
D.2.2. Riborégulateur SAM-II 
C'est en 2005 que le deuxième motif de riborégulateur SAM, le SAM-II, a été identifié lors 
d'une étude comparative de séquences de régions intergéniques chez des a-protéobactéries 
(Tableau 1.5) (Corbino et al., 2005; Poiata et al., 2009). Bien qu'il soit majoritairement 
retrouvé chez des protéobactéries, le riborégulateur SAM-II est aussi présent chez des 
bactéroïdes (Poiata et al., 2009). Sa structure secondaire est illustrée à la figure I.7B, il s'agit 
d'un double pseudonoeud arrangé en forme de H (Haller et al., 2011). Jusqu'à la découverte 
du riborégulateur SAM-V, possédant une structure secondaire très semblable, le riborégulateur 
SAM-II était le plus petit riborégulateur SAM connu, comportant seulement une cinquantaine 
de nucléotides (Corbino et al., 2005). La structure cristalline de ce riborégulateur a été résolue 
en 2008 (Gilbert et al., 2008). 
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Selon Haller et al. (2011), le riborégulateur SAM-II agirait sur l'expression génétique via un 
mécanisme de régulation traductionnelle. L'aptamère du riborégulateur SAM-II possède une 
affinité pour la SAM 250 fois plus faible que celle du riborégulateur SAM-I. En effet, il 
possède un K<j d'environ 1 pM (Corbino et al., 2005; Ham et al., 2011). De plus, il est 
intéressant de noter que la SAM adopte une conformation différente qui dépend du 
riborégulateur auquel elle est liée. En effet, sa conformation est plus compacte lorsqu'elle est 
liée au riborégulateur SAM-I que lorsque cette liaison se fait avec un riborégulateur SAM-II 
(Gilbert et al., 2008; Montange et Batey, 2006; Poiata et al., 2009). Le riborégulateur SAM-II 
lie la SAM, mais aussi la SAH et d'autres analogues avec une affinité beaucoup plus faible 
(Lim et al., 2006). Certains analogues de la SAM ont été testés dans le but de créer de 
nouveaux antibiotiques (Ham et al., 2011). 
D.2.3. Riborégulateur SAM-III ou SAMMK 
Un an après la découverte du riborégulateur SAM-II, soit en 2006, le premier représentant des 
riborégulateurs SAM-III a été identifié grâce à l'étude de régions 5' non traduites situées sur 
l'ARNm de gènes metK codant pour des SAM synthases chez plusieurs organismes (Fuchs et 
al., 2006). Déjà, à ce moment, le gène metK était connu pour être sous le contrôle de 
riborégulateurs SAM chez différentes espèces. Le riborégulateur SAM-III est principalement 
retrouvé chez des bactéries de l'ordre desjactobacilles (Tableau 1.5) (Fuchs et al., 2006; Poiata 
et al., 2009). Tout comme le riborégulateur SAM-II, la structure cristalline de ce 
riborégulateur a été résolue en 2008 (Lu et al., 2008). Bien entendu, le riborégulateur SAM-III 
possède une structure bien distincte des autres riborégulateurs SAM déjà identifiés (Poiata et 
al., 2009). En effet, sa structure est une des plus simples dans le monde des riborégulateurs 
(Figure I.7C). Il s'agit simplement d'une tige-boucle d'environ soixante nucléotides contenant 
deux boucles internes. 
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L'affinité du riborégulateur SAM-III pour la SAM est équivalente à celle du riborégulateur 
SAM-II, son Kd est d'environ 1 pM (Lu et al., 2011). Selon des analyses de séquences, le 
riborégulateur SAM-III régulerait majoritaiment l'expression génétique via un mécanisme de 
régulation traductionnelle puisque cette tige boucle semble avoir la capacité de séquestrer la 
séquence Shine-Dalgarno sur l'ARNm (Fuchs et al., 2006; Poiata et al., 2009). 
D.2.4. Riborégulateur SAM-IV 
En 2007, le quatrième représentant des riborégulateurs SAM a été découvert grâce à une étude 
de comparaison génomique utilisant la technique CMFinder (Weinberg et al., 2007; Yao et al., 
2007). Le riborégulateur SAM-IV est principalement retrouvé chez des bactéries faisant partie 
de l'ordre des actinomycètes (Tableau 1.5) (Poiata et al., 2009; Weinberg et al., 2008). Bien 
que les sous-classes de riborégulateurs SAM SAM-I, SAM-II et SAM-III peuvent être 
présentes dans les mêmes classes d'organismes, aucune bactérie répertoriée jusqu'à ce jour ne 
possède des riborégulateurs SAM appartenant à plus d'une sous-classe de riborégulateurs 
SAM. Par contre, cela est différent dans le cas du riborégulateur SAM-IV et le riborégulateur 
SAM-I qui peuvent se retrouver chez les mêmes organismes bactériens (Poiata et al., 2009; 
Weinberg et al., 2008). De plus, le riborégulateur SAM-IV possède une structure secondaire 
très similaire à celle du riborégulateur SAM-I. En effet, le riborégulateur SAM-IV possède 
trois tiges (PI, P2 et P3) reliées autour d'une jonction centrale et suivies de deux tiges 
supplémentaires (P4 et P5) totalisant 160 à 210 nucléotides, tel qu'illustré à la figure I.7D. 
Bien que le riborégulateur SAM-IV possède une séquence consensus et quelques 
caractéristiques structurales différentes du riborégulateur SAM-I, des analyses bio­
informatiques démontrent que cinq des six nucléotides directement impliqués dans la liaison 
de la SAM chez le riborégulateur SAM-I sont aussi conservés chez le riborégulateur SAM-IV 
(Poiata et al., 2009; Weinberg et al., 2008). Cependant, l'affinité du riborégulateur SAM-IV 
pour la SAM est de près de 40 fois plus faible que celle du riborégulateur SAM-I (Kd de 150 
nM versus 4 nM) (Weinberg et al., 2008; Winkler et al., 2003). 
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De plus, selon Weinberg et al. (2008), le riborégulateur SAM-1 aurait évolué pour donner le 
riborégulateur SAM-IV, ce qui expliquerait la correspondance des distributions 
phylogénétiques ainsi que la similitude entre les structures des riborégulateurs SAM-I et 
SAM-IV. La plupart des aptamères de riborégulateurs SAM-IV sont situés près de la séquence 
Shine-Dalgarno et du codon d'initiation de la traduction. Ainsi, il est prédit que les 
riborégulateurs SAM-IV réguleraient l'expression génique via un mécanisme de régulation 
traductionnelle (Weinberg et al., 2008). Cependant, quelques riborégulateurs SAM-IV 
semblent posséder une tige terminatrice indépendante de Rho, caractéristique d'un mécanisme 
de régulation transcriptionnelle (Weinberg et al., 2008). 
D.2.5. Riborégulateur SAM-V 
Le riborégulateur SAM-V a été découvert par une analyse comparative de régions 
intergéniques longues et riches en GC chez l'a-protéobactérie marine Candidatus Pelagibacter 
ubique (Cartd. P. ubique) (Sowell et al., 2008). En effet, les résultats obtenus par Sowell et al. 
en 2008 concernant le gène metY ont permis à Meyer et al. (2009) de déterminer qu'il 
s'agissait du riborégulateur SAM-V. Il est connu que les riborégulateurs SAM-V sont 
retrouvés chez des protéobactéries et des bactéroidetes (Meyer et al., 2009; Poiata et al., 
2009). À l'instar du riborégulateur SAM-II, le riborégulateur SAM-V possède une structure de 
double pseudonoeud en forme de H d'une cinquantaine de nucléotides (Figure I.7E) (Meyer et 
al., 2009) qui semblerait séquestrer la séquence Shine-Dalgamo et donc agir selon un 
mécanisme de régulation traductionnelle (Poiata et al., 2009). Bien que les structures des 
riborégulateurs SAM-II et SAM-V soient très similaires, le Kj d'environ 150 (JM démontre 
que l'affinité de ce dernier pour la SAM est 150 fois plus faible (Poiata et al., 2009). 
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D.2.6. Riborégulateur SAM/SAH 
Le riborégulateur SAM/SAH a été découvert par une analyse comparative de génomes en 
2010 (Weinberg et al., 2010). Cette étude a permis de découvrir douze séquences de 
riborégulateurs appartenant à cette nouvelle sous-classe chez des a-protéobactéries. Ce 
riborégulateur d'une longueur d'environ 40 à 50 nucléotides adopte une structure en tige-
boucle comme il est démontré à la figure 1.7F. Ce riborégulateur semblerait réguler 
l'expression via un mécanisme traductionnel où il y aurait séquestration de la séquence Shine-
Dalgarno. Ce qui distingue principalement le riborégulateur SAM/SAH des autres sous-classes 
de riborégulateurs SAM découvertes jusqu'à présent est sa capacité à lier deux métabolites 
différents avec une affinité très semblable. En effet, le riborégulateur SAM/SAH possède des 
constantes d'affinité pour la SAM de 8,6 pM et pour la SAH de 4,3 jiM (Weinberg et al., 
2010). 
D.2.6. Les riborégulateurs SAM en résumé 
Somme toute, bien que les cinq motifs de riborégulateurs SAM possèdent la caractéristique 
commune d'être en mesure de contrôler l'expression génétique en réponse à la liaison de la 
même molécule, la SAM, chacun possède des caractéristiques propres qui justifient l'existence 
de la sous-classification (Tableau 1.6). 
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Tableau 1.6. Résumé des caractéristiques des sous-classes de riborégulateurs SAM 
SAM-I SAM-II SAM-III SAM-IV SAM-V SAM/SAH 
Découverte Grundy et 
Henkin 
(1998). 
Corbino et 
al. (2005). 
Fuchs et al. 
(2006). 
Weinberg et 
al. (2007); 
Yao et al. 
(2007). 
Meyer et al. 
(2009). 
Weinberg et al. 
(2010 
Structure Jonction à 4 
tiges (PI, P2, 
P3, P4). 
Quelques 
aptamères 
sans tige P4. 
Double 
pseudonoeud 
en forme de 
H (PI, P2, 
P3). 
Tige-boucle 
avec boucles 
internes (PI, 
P2, P3). 
Jonction 
centrale à 3 
tiges (PI, P2, 
P3) et 2 tiges 
après la tige 
PI (P4, P5). 
Double 
pseudonoeud 
en forme de 
H( P1,P2). 
Tige-boucle. 
Longueur de 
l'aptamère 
100- 190 nt Environ 
50 nt 
Environ 
60 nt 
160 - 210 nt Environ 
50 nt 
40 - 50 nt 
Affinité pour 
la SAM (K,,) 
4 nM (yitJ) 1 nM 1 nM 150 nM 150 nM SAM : 8,6 nM 
SAH : 4,3 nM 
Mécanisme 
de régulation 
Majoritaire­
ment en 
transcription 
Trans 
Traduction 
(putatif) 
Traduction 
(putatif) 
Majoritaire­
ment en 
traduction 
(putatif) 
Traduction 
(putatif) 
Traduction 
(putatif) 
E. Riborégulateurs SAM-I chez Bacillus subtilis 
L'identification du premier riborégulateur SAM a été faite chez la bactérie Bacillus subtilis 
qui est aujourd'hui l'organisme le plus utilisé pour l'étude de ces motifs. En effet, 2,2 % des 
gènes de cette bactérie sont sous le contrôle de divers riborégulateurs (Winkler et Breaker, 
2005). De plus, 11 unités transcriptionnelles totalisant 26 gènes impliqués dans le métabolisme 
du soufre, la biosynthèse de la méthionine, la biosynthèse de la cystéine et la biosynthèse de la 
SAM sont sous le contrôle de riborégulateurs SAM-I (Figure 1.8) (Fuchs et al., 2006; Poiata et 
al., 2009; Rodionov et al., 2004; Winkler et al., 2003). Les deux riborégulateurs dont il sera 
question plus particulièrement dans ce mémoire sont ceux contrôlant les gènes yitJ qui code 
31 
pour une homocysteine S-methyltransferase et meti qui code pour une S-adenosylmethionine 
synthase. Il s'agit de deux enzymes qui sont impliquées dans la biosynthèse de la SAM. 
Figure 1.8. Les riborégulateurs SAM-I chez Bacillus subtilis et leur position sur le 
chromosome de la bactérie. Les noms des gènes sous l'influence du riborégulateur 
sont présentés dans les encadrés. Deux riborégulateurs SAM-I (metlC et ykrTS) 
présentent des tiges P3 distinctives, ces aptamères sont nommés cruciformes. 
E.l. Détails concernant la structure du riborégulateur SAM-I 
E.1.1. Les tiges : PI, P2, P3 et P4 
Comme il a été mentionné précédemment, l'aptamère du riborégulateur SAM-I possède une 
structure à quatre tiges nommées PI, P2, P3 et P4 qui sont reliées autour d'une jonction 
centrale nommée cœur de l'aptamère (Figure 1.9). Chacune de ces tiges possède des 
caractéristiques particulières qui sont conservées entre les espèces. En premier lieu, les 
I IM i 
Bacillus 
subtilis 
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riborégulateurs SAM-I yitJ et met! de Bacillus subtilis agissent selon un mécanisme de 
régulation transcriptionnelle où la tige PI, d'une longueur de 8 paires de bases, joue le rôle 
d'antiantiterminateur (AAT) (Figure 1.9) (McDaniel et al., 2003). Lorsque la SAM est liée à 
l'aptamère, la tige PI est favorisée et empêche la formation de l'antiterminateur (AT), ce qui 
permet ainsi la formation de la tige terminatrice indépendante de Rho. 
P3 P3 GD 
P4 P4 
(S) 
P2 P2 
Term 
Transcription Transcription 
pleine longueur (PL) terminée (T) 
Figure 1.9. Structures prédites du riborégulateur SAM-I en absence et en présence de 
SAM (S). En absence de SAM, un antiterminateur (AT) permet la transcription de 
l'ARNm pleine longueur. La liaison de la SAM à l'aptamère du riborégulateur 
permet la formation d'un terminateur (Term) menant à une terminaison 
prématurée de la transcription. Adaptée de Heppell et al. (2011). 
En second lieu, dans la tige P2 se trouve une structure nommée motif K (kink turn) 
anciennement nommé motif GA (Heppell et Lafontaine, 2008). Cette structure flexible, à 
l'image d'un coude, permet à la tige P2 d'adopter la bonne orientation dans le but de former le 
pseudonoeud, c'est-à-dire l'interaction entre la boucle de la tige P2 et la jonction 3/4 (J3/4) 
(Heppell et Lafontaine, 2008; Montange et Batey, 2006). Ainsi, le repliement du motif K 
permet d'orienter les deux parties de la tige P2, soit P2a et P2b, selon un angle d'environ 120 ° 
(Lu et al., 2010). D a été démontré que les nucléotides présents dans les régions formant le 
pseudonœud sont conservés et importants pour la fonction du riborégulateur (Heppell et 
Lafontaine, 2008). En troisième lieu, la longueur et la structure de la tige P3 sont extrêmement 
variables (Figure 1.10). Certains aptamères de riborégulateurs SAM-I, comme metIC et ykrTS 
de Bacillus subtilis possèdent une tige P3 qui, au lieu de la structure en tige-boucle habituelle, 
adopte une structure à quatre tiges nommées cruciformes (Figure 1.8). En dernier lieu, tout 
comme la tige P3, la tige P4 est très variable. En effet, selon des analyses de séquences, près 
de 10 % des aptamères de riborégulateurs SAM-I possèdent une tige P4 très courte (3 paires 
de bases ou moins) ou ne possèdent pas du tout de tige P4 (Weinberg et al., 2008). 
.
A\ P4 taj'® 
cJUocuCÛ 
I I I I I I A ÛUUCGACA \*!A * 
Figure 1.10. Structure du riborégulateur SAM-I yitj. (A) Structure secondaire, 
(B) Structure secondaire et arrangement tertiaire déduit à partir de la structure 
cristalline publiée par Montange et al. (2006). et (C) structure tertiaire aussi 
effectuée à partir de la structure cristalline déterminée par McDaniel et al. (2006). 
Les tiges PI et P4 ainsi que la jonction 1/4 (Jl/4) sont représentés en bleu. Les tiges 
P2 et P3 en sont montrées en vert. La jonction 1/2 (J1/2) est présentés en orange. La 
jonction 3/4 (J3/4) montrée en violet. Les numéros des nucléotides sont basés une 
précédente étude. Le pseudonœud est montré à l'intérieur d'un encadré. Les lignes 
pointillées indiquent la polarité de la séquence. La position de liaison de la SAM (S) 
est montrée dans un encadré rouge. Figures (A) et (B) adaptées de Heppell et al. 
(2011) et figure (C) adaptée de Montange et Batey (2006). 
34 
E.1.2. Le cœur de l'aptamère 
En 2006, la publication de la structure cristalline du riborégulateur SAM-I yitJ de 
T. tengcongensis en présence de SAM (Figure I.10C) a permis de mieux comprendre sa 
structure tertiaire (Montange et Batey, 2006). Ainsi, en présence de SAM, la structure d'ARN 
est organisée autour de deux groupes d'hélices coaxiales empilées ensemble (P1-P4 et P2-P3) 
qui sont orientés avec un angle d'environ 70 ° (Montange et Batey, 2006). De plus, cette 
structure cristalline a permis d'observer que la poche de liaison du ligand est créée entre les 
tiges PI et P3 ainsi que la jonction 1/2 où la SAM adopte une conformation compacte. De 
plus, les six nucléotides impliqués dans la liaison avec le ligand ont été identifiés. Il s'agit des 
nucléotides U35, G39, A74, U107, G108 et U141 (Figure I.10A-B). Ces nucléotides sont 
conservés dans tous les riborégulateurs SAM-I à l'exception de celui retrouvé chez 
Deinococcus radiodurans (Weinberg et al., 2008). 
La structure cristalline a permis de démontrer la formation d'un appariement de type paire de 
bases Watson-Crick entre le nucléotide U114 de la jonction 3/4 et le nucléotide Al 38 de la 
jonction 1/4. De plus, cet appariement est impliqué dans une interaction triple avec le 
nucléotide A52 situé dans la tige P2b (Heppell et Lafontaine, 2008). Cette interaction entre le 
02' du nucléotide Al38 et le NI du nucléotide A52 mène à une plus grande stabilité du 
pseudonœud (La et al., 2010). En plus des nucléotides A52, If 114 et Af 38, il existe un autre 
triplet de nucléotides formant une interaction. Ainsi, la triple interaction entre les nucléotides 
G39, C102 et G108 relie la jonction 1/2 à la tige P3, en plus d'interagir avec la partie 
méthionine de la SAM (Lu et al., 2010). Plus récemment, une structure cristalline du 
riborégulateur SAM-I yitJ de Bacillus subtilis a été publiée (Lu et al., 2010). Cette étude a 
permis de mettre en évidence la similarité des deux riborégulateurs d'un point de vue 
conformationnel, mis à part la tige P3 qui est plus longue pour le riborégulateur SAM-I yitJ de 
Bacillus subtilis. 
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E.2. Repliement en deux étapes 
Très récemment, les détails du repliement de l'aptamère du riborégulateur SAM-I ont été 
élucidés par notre groupe de recherche (Heppell et al., 2011). Ce changement de conformation 
s'exécute en deux étapes où la première est dépendante du magnésium et la deuxième est 
dépendante de la liaison de la SAM (Figure 1.11). C'est lors de la première étape de repliement 
que le changement de conformation de TARN est le plus important. En effet, les ions 
magnésium entraînent l'empilement des tiges P2 et P3, ce qui amène la tige P3 plus près de la 
tige Pl. De plus, le magnésium entraîne le repliement du motif K à l'intérieur de la tige P2, ce 
qui permet la formation du pseudonœud entre la boucle de la tige P2 et la jonction 3/4. Ces 
changements de structure permettent à l'aptamère d'adopter une conformation favorable à la 
liaison de la SAM, ce qui entraîne l'empilement des tiges PI et P4, en plus de la rotation de la 
tige Pl. 
P4 
P2 CD 
P3 
œ) 
P4 
P2 
P3 P3 
État ouvert Pré-organisation du État natif 
site de liaison du ligand 
Figure 1.11. Modèle des mécanismes de repliement et de reconnaissance du ligand par 
Heppell et al. (2011). Changements de conformation entre l'état ouvert, la 
préorganisation du site de liaison du ligand induite et l'état natif. 
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F. Objectifs du projet de maîtrise 
Le riborégulateur SAM-I est, sans contredit, un des riborégulateurs dont la structure est la plus 
étudiée grâce à de nombreuses études menées depuis les dernières années. En effet, la 
structure cristalline est connue depuis 2006 (Montange et Batey, 2006), ce qui a permis à 
plusieurs groupes de publier des articles intéressants au sujet de la structure de ce 
riborégulateur (Hennelly et Sanbonmatsu, 2011; Heppell et al., 2011; Heppell et Lafontaine, 
2008; Tomsic et al., 2008; Whitford et al., 2009). 
Ce projet de recherche avait comme but général de caractériser le riborégulateur SAM-I yitJ 
de Bacillus subtilis, et ce, d'un point de vue structural et fonctionnel. À cet effet, ce projet de 
maîtrise comportait deux volets distincts qui constituent les deux chapitres de ce mémoire. 
Tout d'abord, le premier chapitre apporte une meilleure compréhension de l'importance de 
l'identité des nucléotides de la jonction 1/4 ainsi que de la présence de l'appariement du cœur 
sur l'activité et sur le repliement du riborégulateur SAM-I. Par la suite, le deuxième chapitre 
mène à une caractérisation sommaire de la rotation de la tige PI observée par Heppell et al. 
(2001). 
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CHAPITRE 1 
ÉTUDE DE LA JONCTION 1/4 ET DE L'APPARIEMENT DU CŒUR 
1.1. INTRODUCTION 
Comme le riborégulateur SAM-I est l'un des plus répandus chez les bactéries, il s'agit aussi de 
l'un des plus étudiés au point de vue de sa structure. Comme il a été mentionné dans 
l'introduction, bien des éléments structuraux conservés sont déjà connus pour être importants 
dans le repliement du riborégulateur SAM-I ainsi que pour son activité de régulation 
génétique. En effet, les éléments comme la tige PI, le motif K (kink-turn), le pseudonœud, la 
tige P4 et les nucléotides impliqués dans la liaison de la SAM ont fait l'objet de quelques 
études précédemment (Figure 1.10) (Heppell et al., 2011; Heppell et Lafontaine, 2008). 
Tout d'abord, il a été démontré que la tige PI est essentielle pour la régulation génétique 
puisqu'elle joue le rôle de l'antiantiterminateur (McDaniel et al., 2003). En effet, lorsque la 
tige PI est raccourcie artificiellement, l'efficacité du riborégulateur pour terminer 
prématurément la transcription est diminuée puisque la conformation active (ON) est favorisée 
et prédominante. À l'inverse, lorsque la tige PI est allongée, la conformation inactive (OFF) 
est favorisée et le riborégulateur ne répond plus à la présence de SAM dans le milieu. Ainsi, la 
transcription est majoritairement terminée prématurément (Heppell et al., 2011). 
De plus, il a été montré que le motif K permet le repliement de la tige P2 afin qu'elle s'oriente 
adéquatement pour former le pseudonœud avec la jonction 3/4. Cette étape de repliement 
permet la préorganisation du site de liaison du ligand, c'est-à-dire que l'aptamère du 
riborégulateur adopte une conformation favorable à la liaison de la SAM (Heppell et 
Lafontaine, 2008). 
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Par la suite, ces études ont mis en lumière l'importance de la tige P4 qui est facultative dans le 
cas du riborégulateur SAM-I. En effet, certains aptamères ne possèdent pas de tige P4 alors 
que chez d'autres, cette tige peut comporter une quinzaine de paires de bases. La diminution de 
la longueur de la tige P4 entraîne une perte d'efficacité de liaison de la SAM ainsi qu'une 
diminution de son activité régulatrice (Heppell et al., 2011). 
Finalement, même si les nucléotides permettant la liaison de l'aptamère du riborégulateur à la 
SAM avaient été moins étudiés, un nucléotide particulier a fait l'objet de quelques études. En 
effet, il est connu que l'identité du nucléotide à la position 107, soit un uracile (U107), est 
importante pour l'affinité du riborégulateur pour son ligand (Montange et Batey, 2006). En 
effet, la mutation de cet uracile pour une cytosine (U107C) semble empêcher la liaison de la 
SAM au riborégulateur SAM-I (Heppell et al., 2011). 
En plus des éléments structuraux énumérés précédemment et présentés à la figure 1.1, les 
structures cristallines du riborégulateur SAM-I publiées jusqu'à présent (Lu et al., 2010; 
Montange et Batey, 2006) démontrent la présence d'un appartement dans le cœur de 
l'aptamère. Plus précisément, cet appartement se fait entre les nucléotides U114 de la jonction 
3/4 et Al38 de la jonction 1/4. Selon un alignement de séquence, cet appartement A:U se 
retrouve chez 80 % des aptamères de riborégulateurs SAM-I (Tableau 1.1). Ainsi, ce travail de 
recherche a été entrepris dans le but de mieux comprendre l'importance de cet appartement du 
cœur. Ainsi, l'étude présentée dans le chapitre 1 expose le rôle primordial que joue 
l'appartement du cœur au niveau de la liaison de la SAM ainsi qu'au niveau de l'activité de 
régulation génétique in vitro du riborégulateur SAM-I. De plus, cette étude a permis de 
comprendre qu'à l'instar de l'appartement du cœur, l'identité des nucléotides retrouvés dans la 
jonction 1/4 joue aussi un rôle important pour le repliement de l'aptamère du riborégulateur 
ainsi que pour l'activité de régulation génétique. 
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Figure 1.1. Éléments structuraux importants pour le repliement et le fonctionnement 
du riborégulateur SAM-I. La tige PI est représentée en rouge, le motif K est 
représenté en orange, le pseudonœud formé entre la boucle de la tige P2 et la 
partie 5' de la jonction 3/4 est représenté en vert, la tige P4 est représentée en bleu 
et les principaux nucléotides impliqués dans la liaison de la SAM sont encerclés en 
violet. 
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Tableau 1.1. Identité des nucléotides formant l'appartement du cœur 
Appartement du cœur „ , (114:138) Freooeoc. 
Watson-Crick 
U:A 80,0 % 
A:U 2,7 % 
G:C 7,2 % 
Autre type ou absence de bases appariées 
A:A 0,4% 
U:U 0,4% 
C:C 4,7% 
A:C 1,2% 
C:A 0,4% 
G:A 0,8% 
U:C 1,6% 
U:G 0,4% 
Données traitées à partir d'un alignement de séquences présenté par Weinberg et al. (2008) où 
256 séquences différentes de riborégulateurs SAM-I ont été alignées. 
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1.2. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1.2.1. Transcription in vitro à cycle unique (single-round in vitro transcription) 
Les matrices d'ADN utilisées pour les essais de transcription à cycle unique ont été générées 
par PCR. Ces matrices de transcription contiennent le promoteur de Bacillus subtilis glyQS 
afin de produire un site d'initiation de la transcription à environ 20 nt en amont de la séquence 
du riborégulateur SAM-I met! de Bacillus subtilis. Les constructions ont été conçues afin de 
permettre l'initiation de la transcription avec le dinucléotide GpC ainsi que permettre une 
pause à la position +17 par l'omission d'ajout de rCTP. Le transcrit termine 38 nucléotides en 
aval du codon de départ (ATG). La purification des matrices d'ADN a été effectuée grâce au 
QIAquick PCR purification kit de la compagnie QIAGEN. 
Les essais de transcription à cycle unique ont été effectués comme décrits précédemment 
(Blouin et Lafontaine, 2007). Brièvement, une réaction d'initiation de la transcription a été 
effectuée en incubant 15 minutes à 37°C 300 fmoles de matrice d'ADN dans un tampon 
contenant 150 mM GpC, 2,5 mM rATP, 2,5 mM rGTP, 0,75 mM rUTP, 2 mCi [<x-32P]-UTP, 
50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10% glycérol (V/V), 0,25 unité 
d'ARN polymérase de E. coli ainsi que la concentration désirée de MgCh et de SAM. Les 
réactions de transcription ont été complétées grâce à l'ajout de rNTP à une concentration 
finale de 65 mM et de 0,45 mg/mL d'héparine afin d'empêcher la ré-initiation de la 
transcription. Les réactions ont été incubées pendant 15 minutes à 37 °C, puis arrêtées grâce à 
l'ajout de 1 volume de formamide 100%. Les produits de transcription ont été séparés grâce à 
une électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes 
(8% acrylamide:bisacrylamide 19:1, TBE IX, 8 M Urée), puis révélés par autoradiographie. 
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La séquence utilisée pour la construction du riborégulateur meil est la suivante (la séquence du 
promoteur est inscrite en lettres minuscules) : 
5'auugauuuauauuacgaagaauauucgggauuguauuuaaaaucaaagcgcuuuuuagaucaaauggaaagcaugaaa 
caucuuaugggugaaaacaaaaguugacauuugguccaucuuuuuauaugaucauuuGCUUAGAAAAAUUGA 
AAUCGAUAUUUCUUAUCAAGAGAGGUGGAGGGACUGGCCCUUAGAAACCUCAG 
CAACCGGCUUGUUUUGCAUUUGCAAAGCGCCAAGGUGCUAAAUCCAGCAAGCG 
UUUUUACGCUUGGAAGAUAAGAAGAAGCGUUAAACCCCUUCUUCUUAUGAAGA 
AGGGGUUUUUAUUUUGAAAAGGGAAGGUGUCAGCUAUAUGUCACAGCACGUUG 
AAACGAAAUUAGCUCAAAUUGGGAA3 ' 
Pour les différents mutants, la séquence du riborégulateur SAM-I metl a été modifiée afin 
d'intégrer les mutations décrites dans le texte. 
1.2.2. Transcription des ARN 
Les ARN de taille supérieure à 90 nucléotides ont été transcrits à partir d'une matrice 
d'ADNdb en utilisant l'ARN polymérase du phage T7 (Milligan et al., 1987). Brièvement, la 
matrice d'ADN a été incubée 3 heures à 37 °C en présence de tampon de transcription IX 
(40 mM Tris-HCl (pH 8,0), 0,01 % Triton X-100 (V/V), 20 mM MgCl2 et 2 mM spermidine), 
2,5 mM rNTP, 10 mM DTT et de l'ARN polymérase du phage T7. Les matrices d'ADNdb 
utilisées pour la Jranscriptjon des ARN ont été obtenues par PCR à partir d'oligonucléotides 
d'ADN. Les ARN de taille inférieure ou égale à 90 nucléotides ont été transcrits à partir 
d'oligonucléotides contenant la séquence d'intérêt ainsi que la séquence du promoteur T7. Les 
transcriptions in vitro ont été effectuées grâce à la formation d'un duplex d'ADNdb. Les 
oligonucléotides (100 pmoles) ont été incubés à 80 °C puis refroidis graduellement jusqu'à 
37 °C en présence de la séquence complémentaire au promoteur T7 dans 20 |iL d'une solution 
contenant 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 10 mM MgCh et 50 mM NaCl. Les conditions de 
transcription pour ces ARN de taille inférieure à 90 nucléotides ont été les mêmes que celles 
pour la transcription des ARN de taille supérieure à 90 nucléotides. Les ARN transcrits ont été 
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purifiés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes 
(acrylamide:bisacrylamide 19:1, TBE IX et 8 M urée), électroélués dans 8 M d'acétate 
d'ammonium, récupérés grâce à une précipitation dans de l'éthanol 100 % avec 0,1 % de 
glycogène puis, dissouts dans de l'eau. Les ARN transcrits contenaient la séquence GCG en 5' 
afin de minimiser l'hétérogénéité en 5' de la population d'ARN (Pleiss et al., 1998). 
1.2.3. Marquage radioactif d'ADN en 5' 
L'amorce utilisée pour les essais d'acylation sélective du 2'-hydroxyle analysée par extension 
d'amorce (SHAPE) a été radiomarquée en 5' grâce à la polynucléotide kinase du phage T4 
(T4 PNK) en incubant 5 pmoles d'ADN 1 heure à 37 °C dans une solution contenant 70 mM 
Tris-HCl (pH 7,6), 10 mM MgCh, 5 mM DTT et 10 mCi [y-32P]-ATP. L'ADN radiomarqué a 
été purifié par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes 
(acrylamide:bisacrylamide 19:1, TBE IX et 8 M urée), élué 16 heures à 4°C dans de l'eau, 
récupéré grâce à une précipitation dans de l'éthanol 100 % avec 0,1 % de glycogène, puis 
dissout dans de l'eau. 
1.2.4. Acylation sélective du 2'-hydroxyle analysée par extension d'amorce (SHAPE) 
Les réactions de SHAPE ont été effectuées comme décrites précédemment (Blouin et al., 
2011) avec quelques modifications. Brièvement, 1 pmole d'ARN purifié a été resuspendu dans 
2 volumes de tampon TE 0,5 X auquel a été ajouté 1 volume de tampon de repliement 3,3 X 
contenant 333 mM K-HEPES (pH 8,0), 333 mM NaCl et la concentration désirée de MgCh ou 
de SAM. Les échantillons ont été chauffés à 65 °C, puis refroidis en 2 heures ou toute la nuit 
jusqu'à 37 °C. L'ajout de NMIA dans du DMSO (23 mg/mL) et l'incubation 80 minutes à 
37 °C permet la réaction d'acylation sélective du 2'-hydroxyle où l'adduit-O ajouté bloque la 
réaction de transcription inverse. L'ARN modifié a été précipité dans de l'éthanol 100 % avec 
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0,1 % de glycogène, puis lavé avec de l'éthanol 70 % avant d'être dissout dans du tampon TE 
0,5 X. Les réactions de transcription inverse ont été effectuées comme décrites précédemment 
(Merino et al., 2005) avec une amorce d'ADN radiomarquée en 5'. Les produits de réaction 
ont été séparés grâce à une électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions 
dénaturantes (8% acrylamide:bisacrylamide 19:1, TBE IX et 8M urée), puis révélés par 
autoradiographie. L'intensité des bandes a été analysée par le logiciel SAFA (Das et al., 2005). 
1.2.5. Préparation des complexes d'ARN pour les essais de fluorescence 
La séquence utilisée pour les essais de FRET est la suivante (la séquence s'hybridant à 
l'amorce est inscrite en lettres minuscules et la position 138 est soulignée) : 
5'GCGGUUCUUAUCAAGAGAAGCAGAGGGACUGGCCCGACGAAGCUUCAGCAAC 
CGGUGUAAUGGCGAUCAGCCAUGACCAAGGUGCUAAAUCCAGCAAGCUCGAAC 
AGCUUGGAAGAUAAGAAgggagucucccgugaacc3' 
Pour les différents mutants, la séquence du riborégulateur SAM-I yitJ a été modifiée afin 
d'intégrer les mutations décrites dans le texte. 
Les complexes d'ARN utilisés pour les essais de fluorescence ont été formés grâce à une 
Jiybridalion d'oligonucléotides d'ARN transcrits et d'ARN synthétiques. Les séquences des 
ARN utilisées pour construire les vecteurs fluorescents 1-3 et 1/4 sont présentées 
respectivement dans le tableau 1.2 et le tableau 1.3. Les ARN synthétiques contenant un 
uracile avec un groupement aminoallyle en 5' (5-NU) ont été achetés de la compagnie IDT®. 
Les ARN synthétiques (150 |ig) ont été marqués en les incubant environ 16 heures à 
température-pièce dans une solution contenant 70 mM borate de sodium (pH 8,5), 250 fi g du 
fluorophore choisi (fluorescéine ou cyanine 3) et 14 % DMSO (V/V). Les ARN synthétiques 
marqués ont été purifiés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions 
dénaturantes (acrylamide : bisacrylamide 19 : 1, TBE IX et 8 M Urée), électroélués dans 8 M 
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d'acétate d'ammonium, récupérés grâce à une précipitation dans de l'éthanol 100 % puis 
dissouts dans 50 mM Tris-HCl (pH 8,0) pour les ARN marqués avec la fluorescéine et dans de 
l'eau pour les ARN marqués avec la cyanine 3. 
Les ARN transcrits et les ARN synthétiques marqués (ratio équimolaire) ont été hybridés dans 
une solution 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 10 mM MgCh et 50 mM NaCl par chauffage à 80 °C 
et en laissant refroidir pendant 2 heures ou toute la nuit jusqu'à température pièce. Les 
complexes d'ARN ont été purifiés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions 
natives (8 % acrylamide:bisacrylamide 29:1, TBE IX), électroélués, précipités dans de 
l'éthanol 100 %, puis dissouts dans le tampon de fluorescence. Pour les titrages de 
magnésium, le tampon de fluorescence est composé de TB IX (90 mM Tris-HCl (pH 8,0), 88 
mM acide borique) et 25 mM NaCl. Pour les titrages de SAM, le tampon de fluorescence est 
composé de TB IX, 25 mM NaCl et 10 mM MgCh. La concentration d'ARN a été mesurée 
par l'absorbance à 260 nm. 
Tableau 1.2. Séquence des ARN composant le vecteur fluorescent 1-3 
ARN Transcrit ou 
synthétique 
Séquence (5' - 3')* 
PI Synthétique AGGGAAGAACUA-(5NU)-GC 
P1-P3 Transcrit GCGUUCUUAUCAAGAGAAGCAGAGGGACUGGCCCGACG 
AAGCUUCAGCAACCUGCCAAGCGUUCUCUCGC 
P3 Synthétique GCGAGAGAACGC-(5NU)-UG 
P3-P1 Transcrit GCGGGUGCUAAAUCCAGCAAGCUCGAACAGCUUGGAAG 
AUAAGAACGCGCAUAGUUCUUCCCU 
* Les mutations décrites dans le texte ont été introduites dans ces séquences de type sauvage. 
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Tableau 1.3. Séquence des ARN composant le vecteur fluorescent 1/4 
ARN Transcrit ou Séquence (5'—»3')* 
synthétique 
PI Synthétique AGGGAAGAACUA-(5NU)-GC 
P1-P3 Transcrit GCGUUAUCAAGAGAACAGAGGGACUAACCCGACGAAGC 
UUCAGCAACGUGGUCAUGGGGCGC 
P3-P4 Transcrit GCGCCCCAUGACCAACGUGCUAAAUCCAGCAAGCCGCCA 
AGCGUUCUCUCGC 
P4 Synthétique GCGAGAGAACGC-(5NU)-UG 
P4-P1 Transcrit GCGGCUUGGAAGAUAACGCGCAUAGUUCUUCCCU 
* Les mutations décrites dans le texte ont été introduites dans ces séquences de type sauvage. 
1.2.6. Fluorescence (FRET) 
L'intensité de la fluorescence a été mesurée à 10 °C grâce à un spectrofluorimètre PTI® de 
type QuantaMaster™. Les spectres ont été corrigés pour les fluctuations de la lampe et les 
variations expérimentales comme décrit précédemment (Bassi et al., 1997). Les artéfacts de 
polarisation ont été évités en ajustant l'excitation et l'émission des polarisateurs à 54,7 ° 
(Nickel, 1989). 
Les valeurs d'EpRHT ont été calculées en utilisant la méthode de normalisation de l'accepteur 
(Clegg, 1992). La réaction de liaison du magnésium est décrite par le modèle : 
a = ATa[Mg2+]"/(l + tfa[Mg2+]n) où a est l'intensité de fluorescence, KA est la constante 
d'association et n est le coefficient de Hill. Le [Mg2+]^ a été calculé à l'aide de l'équation : 
[Mg2+]TT = (I/KA)11" qui correspond à une transition de fluorescence complétée à 50 %. 
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La réaction de liaison de la SAM est décrite par le modèle : 
a = (SAM,+a)/(2ARN)((SAM+ARN+K<JH(SAM+ARN+K l l)2-4(SAM*ARN)0-5)) où a est 
l'intensité de fluorescence, SAMj est la concentration initiale de SAM, a est le changement 
d'intensité de fluorescence, ARN est la concentration d'ARN utilisée pour l'essai, SAM est la 
concentration de SAM et Kd est la constante de dissociation. 
Chaque expérience a été effectuée à 3 reprises au minimum, chaque point représenté sur les 
graphiques de la section résultats est une moyenne des répliquas effectués. Les écarts-types ne 
sont pas présentés afin de permettre une meilleure clarté des graphiques. 
1.3. RÉSULTATS 
1.3.1. L'appariement du cœur est important pour la régulation induite par le 
riborégulateur SAM-I. 
Dans le but d'étudier l'importance de l'appariement du cœur ainsi que l'identité des 
nucléotides de la jonction 1/4, plusieurs mutations ponctuelles ont été testées lors d'essais de 
transcription in vitro à cycle unique (single-round in vitro transcription). Cette technique 
renseigne au sujette contrôle de l'expression génétique effectué par le riborégulateur SAM-I 
metl de Bacillus subtilis (Figure 1.2A). Ainsi, la formation d'une tige terminatrice intrinsèque 
(Term) dans la plateforme d'expression du riborégulateur SAM-I metl de Bacillus subtilis 
entre en compétition avec la formation d'un antiterminateur (AT). Ces deux éléments sont 
sous le contrôle de l'aptamère qui en absence de SAM favorise la formation de 
F antiterminateur et permet la transcription du gène metl. À l'inverse, en présence de SAM, la 
formation de la tige terminatrice est favorisée, ce qui entraine un arrêt prématuré de la 
transcription (Figure 1.2B). 
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Les essais de transcription in vitro à cycle unique ont été réalisés grâce à une matrice d'ADN 
contenant le promoteur glyQS de Bacillus subtilis en amont de la séquence du riborégulateur 
SAM-I met1 ainsi que 68 nucléotides en aval de la tige terminatrice. Lors des réactions de 
transcription en absence de SAM, il est possible d'observer, pour la séquence de type sauvage, 
une proportion de 41 % d'ARNm dont la transcription est terminée (T) (Figure 1.2C). 
Cependant, lorsque 2,5 pM de SAM sont ajoutés à la réaction, cette proportion augmente à 
88 % ce qui indique que la liaison de la SAM au riborégulateur module l'arrêt de transcription 
in vitro comme décrit précédemment (Heppell et al., 2011). 
Dans le but d'étudier l'importance de la jonction 1/4 et de l'appariement du cœur, des 
mutations ponctuelles ont été effectuées pour les nucléotides G136, Al37, A138 et U114 et 
des essais de transcription in vitro à cycle unique ont été effectués en présence de 2,5 fiM de 
SAM. Les mutations G136C et A137U ont peu d'effet sur la terminaison prématurée de la 
transcription par rapport au type sauvage (78 et 79 %; Figure 1.2C). Par contre, la mutation 
A138U, empêchant la formation de l'appariement du cœur, diminue la proportion de 
transcription terminée à 57 % ce qui suggère que le nucléotide à cette position est important 
pour l'activité du riborégulateur. De plus, la mutation du deuxième nucléotide impliqué dans 
l'appariement du cœur, soit U114A, diminue davantage la proportion d'ARN terminé 
prématurément à 42 %, alors que la mutation compensatoire ramène cette proportion à un 
niveau légèrement^ plus élevé, soit 61 % (Figure 1.2D). Par contre, ces résultats ne jsont pas 
cohérents avec des résultats publiés récemment où des essais de transcription in vitro à cycle 
unique ont été effectués sur le riborégulateur SAM-I yitJ de Bacillus subtilis (Lu et al., 2010). 
En effet, les résultats publiés par Lu et al. (2010) indiquent que l'absence d'appariement du 
cœur n'affecte que très légèrement la terminaison de la transcription par rapport au 
riborégulateur de type sauvage. Cependant, le riborégulateur étudié dans ce chapitre n'est pas 
le même celui étudié par Lu et al. (2010). De plus, les mutations générées utilisées lors de 
cette étude sont aussi différentes. 
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Type sauvage G136C A137U A138U 
U114A: 
Type sauvage U114A A138U A138U 
pleine longueur (PL) 
Figure 1.2. Implication des nucléotides de la jonction 1/4 et de l'appariement du cœur 
pour le fonctionnement du riborégulateur. (A) Structure du riborégulateur SAM-I 
montrant les nucléotides de la jonction 1/4 (G 136, A137 et A138) et ceux formant 
l'appariement du cœur (U114 et A138). (B) Structures prédites du riborégulateur 
en absence et en présence de SAM (S). En absence de SAM, un antiterminateur 
(AT) permet la transcription de l'ARNm pleine longueur. La liaison de la SAM à 
l'aptamère du riborégulateur permet la formation d'un terminateur (Term) 
— menant à une terminaison prématurée de la transcription. (C-D) Essais de 
transcription in vitro à cycle unique effectués avec le riborégulateur de type 
sauvage ainsi que sur les mutants ponctuels des nucléotides de la jonction 1/4 
(G136C, A137U et A138U) (C) et sur les mutants ponctuels des nucléotides de 
l'appariement du cœur (U114A et A138U) et sur le mutant compensatoire de cet 
appariement (U114A:A138U) (D). Les produits de transcription pleine longueur 
(PL) et terminée prématurément (T) ont été séparés par électrophorèse sur gel. 
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Afin de caractériser l'effet de l'absence de l'appariement du cœur sur l'activité de régulation 
génétique, d'autres essais de transcription in vitro à cycle unique ont été effectués sur une plus 
grande gamme de concentrations de SAM. Ainsi, le riborégulateur SAM-I meil de Bacillus 
subtilis de type sauvage (Figure 1.3A) ainsi que le riborégulateur où l'adénine en position 138 
a été remplacée par un uracile (A138U) ont été étudiés en présence de diverses concentrations 
de SAM situées entre 1 et 10 pM (Figure 1.3B). Ces essais ont permis de déterminer un T50 
qui correspond à la concentration de SAM où la moitié des molécules ont adopté leur 
conformation inactive, se qui entraine un arrêt prématuré de la transcription. Il a été déterminé 
que le mutant A138U possède un T50 de 2,1 )jM. Cette valeur est 5 fois plus élevée que celle 
du riborégulateur de type sauvage qui est de 0,4 (Figure 1.3C). 
A sam C 
TS <Tso»0.4uMSAM) A138U (TM s 2.1pM SAM) 
A138U 
Figure 1.3. Importance de rappariement du cœur pour le fonctionnement du 
riborégulateur. (A-B) Influence de l'appariement du cœur sur le riborégulateur de 
type sauvage (A) et sur le mutant A138U (B). Essais de transcription in vitro à cycle 
unique faits sur le riborégulateur de type sauvage. Les produits de transcription 
pleine longueur (PL) et terminée prématurément (T) ont été séparés par 
électrophorèse sur gel. Les concentrations de SAM correspondent à 1 nM, 5 nM, 10 
nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM, 1 JIM, 2 fiM, 5fiM et 10 |uM. Un contrôle sans ligand 
(-) est aussi montré. (C) Ratios de terminaison de transcription en fonction de la 
concentration de SAM afin de permettre la comparaison entre les variants. 
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1.3.2. L'absence de l'appartement du cœur n'affecte pas la formation des éléments 
structuraux formant l'aptamère du riborégulateur. 
L'acylation sélective du 2'-hydroxyle analysée par extension d'amorce (SHAPE) est une 
technique qui permet de juger du degré de flexibilité de l'ARN puisque les groupements 2'OH 
localisés dans des régions flexibles sont plus enclins à réagir avec le /V-méthylisatoic anhydre 
(NM1A). De cette manière, cette technique permet d'étudier le rôle que joue l'appartement du 
cœur au niveau la conformation de l'aptamère du riborégulateur SAM-I yitJ. Lorsque 
l'aptamère du riborégulateur SAM-I yitJ de Bacillus subtilis a été soumis à la réaction au 
NMLA en présence de 5 mM magnésium, 1 pM SAM ou 10 pM, certains changements dans la 
structure peuvent être observés (Figure 1.4). Notamment, les nucléotides Al 17 et G118 de la 
jonction 3/4 qui sont impliqués dans la formation du pseudonœud sont moins accessibles à la 
réaction au NMLA lorsque du magnésium est ajouté au milieu ce qui est cohérent avec d'autres 
essais de SHAPE publiés récemment (Heppell et al., 2011). De plus, ce résultat est cohérent 
avec d'autres études publiées récemment utilisant, afin de mieux caractériser le riborégulateur 
SAM-I, des essais de SHAPE ou de cartographie chimique au sulfate de diméthyl (DMS) qui 
détecte directement la flexibilité des bases azotées d'une molécule d'ARN (Hennelly et 
Sanbonmatsu, 2011; Lu et al., 2010). 
Dans la mêmejonctiondu cœur, soit la jonction 3/4, le nucléotide U114 qui est impliqué dans 
l'appariement du cœur est moins accessible à la réaction au NMIA lorsque de la SAM est 
ajoutée à la réaction. De cette manière, le deuxième nucléotide impliqué dans cet appartement, 
soit Al38, est aussi moins accessible lorsque de la SAM est ajoutée au milieu. Tout comme la 
détection de la formation du pseudonœud dont il a été question précédemment, la formation de 
cet appartement est aussi cohérente avec les résultats de cartographie chimique au sulfate de 
diméthyl (DMS) publiés récemment (Hennelly et Sanbonmatsu, 2011). Ainsi, ces résultats de 
SHAPE tendent à confirmer que l'appariement du cœur se forme en présence de SAM 
seulement et non lors de la préorganisation du site de liaison. 
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Par la suite, des essais similaires ont été effectués avec le mutant A138U qui empêche la 
formation de Fappariement du cœur. La réaction de SHAPE effectuée sur l'aptamère mutant 
A138U montre que la conformation globale de cet aptamère n'est pas significativement 
différente de celle de l'aptamère de type sauvage. En effet, les nucléotides plus accessibles 
dans chacune des différentes conditions utilisées pour la réaction au NMIA restent les mêmes 
pour les deux aptamères étudiés, soit le type sauvage et le mutant A138U. Par exemple, les 
nucléotides correspondant aux boucles des tiges P3 et P4, soit respectivement, les nucléotides 
89 à 93 et 125 à 129 sont flexibles dans toutes les conditions et, de cette manière, accessibles 
au NMIA. De plus, à l'instar de la séquence de type sauvage, la formation du pseudonœud 
chez le mutant A138U est dépendante du magnésium. 
Toutefois, malgré que la conformation globale de l'aptamère du mutant A138U soit très 
semblable à celle de l'aptamère de type sauvage, les essais de SHAPE démontrent que 
l'accessibilité à la réaction au NMIA des nucléotides U114 et A138 ne varie de manière 
significative lorsque 1 |iM ou 10 |iM de SAM sont ajoutés au milieu, et ce, puisque 
l'appariement du cœur est empêché par la mutation A138U (Figure 1.4B; encadrés). Ainsi, 
malgré l'absence de formation de l'appariement du cœur, l'aptamère mutant A138U répond à 
l'ajout de SAM de manière très similaire à l'aptamère de type sauvage, ce qui suggère que la 
conformation globale de l'aptamère de riborégulateur SAM-I n'est pas affectée par l'absence 
de l'appariement du cœur. 
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Figure 1.4. Structure globale de l'aptamère de type sauvage et du mutant A138U. 
(A) Essais de SHAPE réalisés sur le riborégulateur SAM-I yitj de Bacillus subtilis 
de type sauvage et sur le mutant A138U en absence de magnésium et de SAM (-), en 
présence de 5 mM magnésium (Mg2+) et en présence de 5 mM magnésium et 1 pM 
ou 10 pM SAM (SAM). Les lignes G, A, T et C représentent les réactions de 
séquençage. La piste NR correspond à un contrôle sans NMIA. Les boucles des 
tiges P2, P3, P4 (B2, B3, B4) ainsi que les jonctions 3/4 et 1/4 (J3/4, Jl/4) sont 
identifiées à droite du gel. Les nucléotides de l'appariement du cœur (U114 et 
A138) ainsi que le nucléotide permettant la liaison à la SAM (U107) sont pointés à 
droite du gel. (B) Densité relative des bandes correspondant aux nucléotides 145 à 
72. Les nucléotides de la jonction 1/4 sont présentés dans l'encadré rouge tandis 
que les nucléotides de la jonction 3/4 sont présentés dans l'encadré vert. D est à 
noter que les essais de SHAPE ont été effectués par Audrey Dubé. 
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1.3.3. L'appariement du cœur et la jonction 1/4 ne sont pas essentiels à la 
préorganisation du site de liaison du ligand. 
Une structure cristalline permet d'obtenir une quantité impressionnante d'information 
concernant la structure repliée de différents aptamères. Cependant, elle ne permet pas 
d'obtenir des informations au sujet du réarrangement structural induit grâce à l'ajout d'ion ou 
de ligand dans le milieu. Le transfert d'énergie par résonnance de fluorescence (FRET) est une 
technique fréquemment utilisée afin d'étudier les modifications de conformations globales de 
molécules d'acides nucléiques à plusieurs jonctions (Lilley, 2000). Afin d'étudier la première 
étape du repliement de l'aptamère, soit la préorganisation du site de liaison du ligand, un 
vecteur fluorescent 1 -3 contenant une fluorescéine sur la tige P1 et une cyanine 3 sur la tige P3 
a été utilisé (Figure 1.5A). De cette manière, la séquence du riborégulateur SAM-I yitJ de 
Bacillus subtilis a été légèrement modifiée afin d'y introduire les fluorophores. Plus 
précisément, les tiges où un fluorophore est ajouté ont été ouvertes et allongées avec une 
séquence aléatoire d'une quinzaine de nucléotides (Figure A.l; annexe 1). L'efficience de 
FRET (EFRET) du vecteur fluorescent 1-3 augmente avec l'ajout de magnésium dans le milieu 
ce qui démontre un rapprochement entre les tiges PI et P3 (Figure 1.5B). L'observation de ce 
rapprochement est cohérente avec des résultats publiés cette année par notre laboratoire 
(Heppell et al., 2011) ainsi qu'avec la conformation finale observée dans la structure 
cristalline (Lu et al., 2011; Montange et Batey, 2006). La concentration de magnésium à 
laquelle la moitié de la population de molécules a complété son repliement ([Mg2+]^) de la 
séquence de type sauvage ainsi que de tous les mutants décrits pour les essais de FRET se 
situe autour de 1 ou 2 mM magnésium (Tableau 1.4). En plus du [Mg2+]^, la variation d'E^ET 
reste semblable pour tous les variants étudiés (0,41 à 0,52). Cela suggère qu'aucun des 
mutants de la jonction 1/4 ou de l'appariement du cœur n'affecte la première étape de 
repliement du riborégulateur SAM-I. De plus, la liaison du magnésium à un aptamère du 
riborégulateur SAM-I de type sauvage ou un aptamère muté se fait de manière non 
coopérative avec des valeurs de coefficient de Hill (n) autour de 1. 
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Figure 1.5. L'appariement du cœur n'est pas impliqué dans la préorganisation du site 
de liaison du ligand (RMk)- (A) Représentation du vecteur fluorescent 1-3 utilisé 
pour les essais de FRET. La fluorescéine (F) et la cyanine 3 (C3) sont positionnées 
sur les tiges PI et P3 respectivement. (B) Efficience de FRET (EFRET) en fonction de 
la concentration de magnésium pour la séquence de type sauvage (cercles) et le 
mutant de l'appariement du cœur A138U (carrés). L'augmentation de FRET 
indique une diminution de la distance entre les fluorophores. Les données ont été 
analysées à l'aide d'un modèle mathématique de régression non linéaire dans lequel 
la liaison du Mg2+ induit un changement structural de l'aptamère. 
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Tableau 1.4. Efficience de FRET de différents mutants de la jonction 1/4 et de 
l'appariement du cœur mesuré avec le vecteur fluorescent 1-3. 
Jl/4" Mutations [Mg2V Coefficient A EFRETD 
(mM) de Hill (nf 
GAA N.A. (type sauvage) 2,6 ± 1,0 0,60 ± 0,08 0,44 ±0,01 
CAA G136C 2,2 ± 0,2 0,80 ±0,04 0,41 ±0,01 
GUA A137U 2,1 ±0,2 0,70 ± 0,03 0,52 ± 0,02 
GAU* A138U 2,2 ± 0,4 0,73 ±0,13 0,46 ± 0,01 
GAA* U114A 1,7 ±0,4 0,67 ±0,11 0,44 ± 0,02 
GAU U114A:A138U 1,1 ±0,2 0,61 ±0,20 0,42 ± 0,02 
Les graphiques d'EpRET en fonction de la concentration de magnésium correspondant aux 
résultats du tableau 1.4 sont présentés à la figure supplémentaire A.2 (annexe 1). 
a L'identité des nucléotides 136, 137 et 138 est présentée dans la colonne J1/4. 
b Concentration apparente de magnésium où la moitié du repliement induit par le magnésium 
[Mg2+]i/, est complété dans la population de molécules. 
c Le coefficient de Hill ( n )  indique la coopérativité de la liaison du magnésium à la molécule. 
d A EFRET correspond à l'amplitude de la courbe de titrage. 
* Absence de l'interaction entre les nucléotides correspondant à l'appariement du cœur. 
1.3.4. Importance de l'appariement du cœur pour l'adoption de l'état natif. 
À la suite des essais de FRET effectué avec le vecteur fluorescent 1 -3 permettant de suivre la 
première étape de repliement de l'aptamère du riborégulateur SAM-I, des essais similaires ont 
été effectués dans le but de suivre la deuxième étape de repliement. À cet effet, un deuxième 
vecteur fluorescent 1-4 a été construit avec l'ajout d'une fluorescéine sur la tige PI et d'une 
cyanine 3 sur la tige P4 (Figure 1.6A). Tout comme le premier vecteur fluorescent utilisé, la 
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séquence utilisée pour construire le vecteur fluorescent 1 -4 a été légèrement modifiée afin de 
permettre l'ajout des fluorophores tel qu'expliqué précédemment (Figure A.l ; annexe 1). 
L'efficience de FRET (EFRET) du vecteur fluorescent 1-4 diminue avec l'ajout de SAM dans le 
milieu ce qui démontre un éloignement entre les tiges PI et P4 (Figure 1.6B). Cet éloignement 
entre les tiges PI et P4 est cohérent avec des résultats publiés précédemment (Heppell et al., 
2011) ainsi qu'avec les structures cristallines de l'aptamère du riborégulateur SAM-I 
disponibles (Lu et al., 2011; Montange et Batey, 2006). En effet, les structures cristallines 
permettent de mettre en évidence l'empilement l'une sur l'autre des tiges PI et P4, à l'image 
d'une longue tige unique, qui survient en présence de SAM. La constance de dissociation (Kd) 
de l'aptamère de type sauvage mesurée à partir des essais de FRET est de 23 ± 9 nM 
(Tableau 1.5). Ainsi, le Kd correspond à la concentration de SAM où la moitié de la population 
de molécules a complété son repliement. De cette manière, plus la valeur du K<j est faible, plus 
l'affinité de l'aptamère du riborégulateur pour son ligand est grande. La valeur de Kd obtenue 
grâce aux essais de FRET est similaire à celle retrouvée dans la littérature (Lu et al., 2010; 
McDaniel et al., 2003). Afin d'investiguer le rôle de la jonction 3/4 et celui de l'appariement 
du cœur sur l'étape de repliement dépendante de la liaison de la SAM à l'aptamère, plusieurs 
séquences naturelles de riborégulateurs SAM-I ainsi que quelques autres mutants ont été 
utilisés. Bien que toutes les séquences utilisées pour nos essais aient été prédites comme étant 
des séquences de riborégulateurs SAM-I (Weinberg et al., 2008), peu d'entre elles ont été 
véritablement confirmées expérimentalement. De plus, il est à noter que l'appariement du 
cœur a été conservé dans tous les mutants à l'exception de ceux marqués par un astérisque. 
Ainsi, la majorité des aptamères étudiés effectue la deuxième étape de repliement de manière 
similaire à celui de type sauvage, avec un Kd se situant aux environs de 20 nM. Cependant, 
certains mutants montrent une affinité plus faible pour la SAM. En premier lieu, l'absence de 
formation de l'appariement du cœur semble affecter la liaison de la SAM. En effet, les 
mutants U114A (GAA*) ou A138U (GAU*) possèdent un Kd respectif de plus de 10 000 nM 
et 1200 ± 200 nM. En second lieu, la présence de pyrimidines dans la jonction 1/4, tout en 
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gardant la présence de l'appariement du cœur, diminue aussi l'affinité. En effet, lorsque les 
nucléotides GAA formant la jonction 1/4 dans le type sauvage sont remplacés par CCC, GUU 
ou UUU, le K<) augmente à 237 ± 11 nM, 630 ± 57 nM ou plus de 100 |iM respectivement. 
A P4 P4 
P2 
CD 
B 0,50 
0,45' 
0,40' 
<t 
U. 
UJ 0,35-
0,30- TS 
A138U 
0,25 10"1 10' 10° 10* 10e 10" 
SAM <nM) 
Figure 1.6. L'appariement du cœur est important pour le repliement menant à l'état 
natif (Rn) du riborégulateur SAM-I. (A) Représentation du vecteur fluorescent 1-4 
utilisé pour les essais de FRET. La fluorescéine (F) et la cyanine 3 (C3) sont 
positionnées sur les tiges PI et P4 respectivement. (B) Efficience de FRET (EFRET) 
en fonction de la concentration de SAM pour la séquence de type sauvage (cercles) 
et le mutant de l'appariement du cœur A138U (carrés). La diminution de FRET 
indique une augmentation de la distance entre les fluorophores. Les données ont été 
analysées via un modèle mathématique de régression non linéaire dans lequel la 
liaison de la SAM induit un changement structural de l'aptamère. Il est à noter que 
la courbe du mutant A138U a été effectuée par Frédéric Jacques. 
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Tableau 1.5. Efficience de FRET de différents mutants de la jonction 1/4 et de 
l'appariement du cœur mesuré avec le vecteur fluorescent 1-4. 
Jl/4" Mutations K,, (nM)b A EFRET' 
Séquences naturelles 
GAA N.A. (type sauvage) 23 ±9 -0,19 ±0,01 
CAA G136C 26 ±4 -0,20 ± 0.01 
UAA G136U 42 ± 13 -0,24 ±0,01 
GCA A137C 20 ±3 -0,18 ±0,02 
GUA A137U 18 ±4 -0,22 ±0,01 
GAA* U114A >10000 N.A. 
GAU U114A:A138U 32 ±4 -0,34 ± 0,02 
CCA G136C:A137C 21 ± 1 -0,19 ±0,02 
ACA G136A:A137C 23 ±3 -0,14 ±0,01 
AAC G136A:A138C 15 ± 4 -0,14 ±0,02 
GUU U114A:A137U:A138U 630 ± 57 -0,32 ± 0,02 
Séquences non naturelles 
GAU* A138U 1200 ±200 -0,17 + 0,02 
ccc U114G:G136C:A137C:A138C 237 ± 11 -0,10 ± 0,06 
uuu U114A:G136U:A137U:A138U >100 000 N.A. 
Les graphiques d'EFRET en fonction de la concentration de SAM correspondant aux résultats 
du tableau 1.5 sont présentés à figure supplémentaire A.3 (Annexe 1). 
Il est à noter que certaines données utilisées afin de calculer les valeurs présentées dans le 
tableau 1.5 ont été obtenues par Frédéric Jacques. 
Type sauvage correspond à la séquence du riborégulateur SAM-I yitJ de Bacillus subtilis. 
a L'identité des nucléotides 136,137 et 138 est présentée dans la colonne J1/4. 
b Kd correspond à la constance de dissociation. 
c A EFRET correspond à l'amplitude de la courbe de titrage. 
* Absence de l'interaction entre les nucléotides correspondant à l'appariement du cœur. 
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1.3.5. Importance de l'identité des nucléotides de la jonction 1/4 pour l'adoption de l'état 
natif. 
Les résultats obtenus en FRET avec le vecteur fluorescent 1-4 démontrent que le mutant 
double de la jonction 1/4 (GUU) diminue significativement l'affinité de l'aptamère pour son 
ligand par rapport au type sauvage (Tableau 1.5). En effet, le K<j du mutant GUU est plus de 
25 fois plus élevé que celui du type sauvage (Figure 1.7E). De plus, les mutants GAU ou GUA 
possèdent une affinité très semblable à celle du type sauvage, avec des Kd de 32 ± 4 nM et 18 
± 4 nM respectivement. Ainsi, la présence de deux pyrimidines dans la jonction 1/4 semble 
grandement affecter la réponse au ligand via une diminution de la capacité d'empilement des 
tiges PI et P4. 
Les essais de SHAPE effectués avec le mutant GUU démontrent que la structure globale de 
l'aptamère est peu affectée par cette mutation (Figure 1.7A-B). En effet, le mutant GUU 
répond globalement de façon très similaire au type sauvage suite à l'ajout de 5 mM 
magnésium, 1 |iM SAM ou 10 (JM SAM. Toutefois, les nucléotides de la jonction 1/4 
(positions 136 à 138) sont plus accessibles à la réaction au NMIA en présence de 1 JJM SAM 
(Figure 1.7B centre). Lorsque la concentration de SAM dans le milieu est augmentée à 10 JIM, 
l'accessibilité de ces nucléotides à la réaction au NMIA redevient cependant identique à celle 
de la séquence de type sauvage. En plus de la structure et du repliement dépendant de la 
liaison de la SAM, l'activité répressive sur la transcription effectuée par le mutant GUU est 
diminuée. En effet, des essais de transcription in vitro à cycle unique ont permis de calculer le 
T50 qui est de 1,1 pM. Ce résultat démontre que l'activité de ce mutant est réduite de près de 
3 fois par rapport à l'activité du riborégulateur de type sauvage. À l'instar du mutant de 
Fappariement du cœur (A138U), le mutant de la jonction 1/4 (GUU) n'a aucun effet sur la 
préorganisation du site de liaison du ligand. En effet, des essais de FRET effectués avec le 
vecteur fluorescent 1-3 ont permis de mesurer un [Mg2+]^ de 1,1 ± 0,1 mM (Figure 1.7D). 
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Figure 1.7. La présence de pyrimidines dans la jonction 1/4 nuit à l'activité et au 
repliement du riborégulateur SAM-I. (A) Essais de SHAPE réalisés sur le mutant 
GUU en absence de magnésium et de SAM (-), en présence de 5 mM magnésium 
(Mg2*) et en présence de 5 mM magnésium et 1 |iM ou 10 fiM SAM (SAM). Les 
lignes G, A, T et C représentent les réactions de séquençage. La piste NR 
correspond à un contrôle sans NM1A. Les jonctions 3/4 et 1/4 (J3/4, Jl/4) sont 
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identifiées à droite du gel. (B) Densité relative des bandes correspondant aux 
nuciéotides 145 à 72. Les nucléotides de la jonction 1/4 sont présentés dans 
l'encadré rouge tandis que les nucléotides de la jonction 3/4 sont présentés dans 
l'encadré vert. Il est à noter que les essais de SHAPE ont été effectués par Audrey 
Dubé. (C) Essai de transcription in vitro à cycle unique effectué sur le 
riborégulateur mutant GUU. Les produits de transcription pleine longueur (PL) et 
terminée prématurément (T) ont été séparés par électrophorèse sur gel. Les 
concentrations de SAM correspondent à 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 pM, 2 pM, 10 
pM, 20 |iM, 100 pM, 200 pM et 1 mM. Un contrôle sans ligand (-) est aussi montré. 
(D) Efficience de FRET (EFRET) EN fonction de la concentration de magnésium 
effectué avec le vecteur fluorescent 1-3 mutant GUU. (E) Efficience de FRET 
(EFRET) en fonction de la concentration de SAM effectué avec le vecteur 
fluorescent 1-4 mutant GUU. 
1.4. DISCUSSION 
À l'instar de la conformation et de l'orientation précise que doivent adopter les quatre tiges du 
riborégulateur SAM-I, le cœur de l'aptamère est contraint d'adopter une structure adéquate, et 
ce, dans le but d'accomplir de façon efficace son rôle de régulateur génétique. Dans cet ordre 
la niihlirfltinn Hp 1q ctniptnrp prigtallmp Hp rQntfltnÀrp Hn nhnîPffiilntPiir Hp la v* lUvvOf la pUUllVallUll uv ICIirottvttttvVTTOIUIIITIV UV l aytuitlvlv UU 1 LLA/lvglnatvUt kJrVlTi"! Uv ta 
bactérie T. tengcongensis en présence de son ligand a permis de mettre en évidence plusieurs 
éléments structuraux susceptibles d'être importants, voir essentiels à son activité (Montange et 
Batey, 2006). Parmi ces éléments, on dénote la présence d'un appariement de type paire de 
bases Watson-Crick dans le cœur de l'aptamère entre le nucléotide U114 de la jonction 3/4 et 
le nucléotide Al 38 de la jonction 1/4 (Figure 1.8A). Selon l'alignement des séquences de 
riborégulateurs SAM-I recensés jusqu'à présent, cet appariement formé dans le cœur de 
l'aptamère est retrouvé chez environ 90 % des variants (Tableau 1.1). Cela suggère que cet 
appariement est un élément structural conservé au cours de l'évolution. De cette manière, il est 
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proposé qu'il s'agisse d'un élément important pour la fonction du riborégulateur. Il était déjà 
connu que l'absence de l'appariement du cœur diminue l'affinité de l'aptamère du 
riborégulateur SAM-I pour son ligand (Heppell et Lafontaine, 2008). De plus, l'interaction 
entre les nucléotides U114 et A138 est aussi connue pour stabiliser le pseudonœud après sa 
formation (Lu et al., 2010). 
Toutefois, les travaux effectués dans la présente étude ont permis de caractériser plus en détail 
l'importance de cette interaction de longue distance, et ce, tant au niveau de la structure, que 
de la fonction de régulation génétique du riborégulateur SAM-I. En effet, des essais de 
transcription in vitro à cycle unique ont permis de démontrer que la formation de 
l'appariement du cœur est essentielle pour que le riborégulateur contrôle à la baisse le niveau 
d'expression génétique en réponse à la liaison de son ligand (Figure 1.2). En d'autres termes, 
l'absence de l'appariement du cœur inhibe grandement l'efficacité de régulation génétique du 
riborégulateur. En effet, le mutant A138U présente un T50 cinq fois plus élevé que celui du 
riborégulateur de type sauvage (Figure 1.3). En plus de la présence de cet appartement, il a été 
démontré que l'identité des nucléotides formant cette interaction a aussi un effet sur l'activité 
du riborégulateur. Effectivement, la présence d'un appartement de type paires de bases 
complémentaires (U114A:A138U) diminue légèrement l'efficacité du riborégulateur in vitro 
(Figure 1.2). De plus, comme il a été mentionné précédemment dans la section résultats de ce 
chapitre, des essais similaires de transcription in vitro à cycle unique ont ité effectués 
récemment sur le riborégulateur SAM-I yitJ de Bacillus subtilis par un autre groupe de 
recherche (Lu et al., 2010). Les résultats obtenus par ce groupe de recherche démontrent que la 
conversion de l'adénine à la position 138 pour une cytosine (A138C) ou une guanine (A138G) 
n'a pas d'effet sur la proportion de transcrit terminé prématurément en présence de SAM. 
Cependant, la mutation A138U ne fait pas partie de leurs essais. Ainsi, ce résultat tend à 
confirmer qu'outre les nucléotides impliqués directement dans la reconnaissance du ligand, 
une multitude de facteurs influencent l'affinité et l'efficacité d'un riborégulateur. 
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Chez la bactérie à Gram positif Bacillus subtilis, un seul des 11 riborégulateurs SAM-I ne 
possède pas l'appariement du cœur (U114:A138). Il s'agit du riborégulateur contrôlant 
l'expression du gène metK codant pour une SAM synthase qui convertit la méthionine en 
SAM (Weinberg et al., 2008). Il est intéressant de noter que des essais in vivo de PCR 
quantitatif en temps réel (RT-qPCR), d'immunobuvardage de type Northern (Northern blot) et 
de fusions lacZ effectués avec ce riborégulateur démontrent que, malgré une augmentation 
transitoire de la quantité d'ARNm metK présent dans la cellule en réponse à l'absence de 
méthionine (précurseur de la SAM), la production de SAM synthase n'est pas augmentée 
(Tomsic et al., 2008). De plus, contrairement à tous les autres riborégulateurs SAM-I chez 
Bacillus subtilis, en présence de méthionine dans le milieu, le niveau d'ARNm metK est élevé, 
puis diminue en réponse à l'ajout de méthionine, ce qui suggère qu'un autre mécanisme de 
régulation pourrait être impliqué dans l'expression de cet ARNm (Tomsic et al., 2008). Ainsi, 
à la lumière des résultats décrits dans ce chapitre concernant l'appariement du cœur ainsi que 
ceux publiés par Tomsic et al. (2008), il est possible de postuler que le riborégulateur SAM-I 
metK de Bacillus subtilis est partiellement ou totalement inactif lorsqu'il y a absence de 
l'appariement du cœur. Cependant, d'autres expériences in vitro comme des essais de FRET, 
de cartographie chimique ou de transcription in vitro à cycle unique, ainsi que des expériences 
in vivo comme des RT-qPCR, des immunobuvardages de type Northern ou des fusions lacZ 
seraient nécessaires afin de confirmer cette hypothèse. Toutefois, une telle hypothèse peut être 
soutenue par le fait qu'il a déjà été démontré que certains riborégulateurs SAM-I prédits par 
analyses bio-informatiques ne sont pas actifs in vivo (Winkler et al., 2003). 
Comme il a été mentionné à la section E.1.2, le nucléotide Al38, impliqué dans l'appariement 
du cœur, interagit aussi avec le nucléotide A52 faisant partie de la boucle de la tige P2 
(Figure 1.8B). Comme l'adénine à la position 138 est impliquée dans des interactions avec 
deux autres nucléotides, il était attendu que la mutation de ce nucléotide ait plus d'influence 
sur le repliement ou sur l'activité du riborégulateur que la mutation de l'uracile à la position 
114, soit son partenaire d'interaction pour l'appariement du cœur. Cependant, les résultats 
obtenus lors d'essais de transcription in vitro à cycle unique (Figure 1.2) ou de FRET avec le 
vecteur fluorescent 1-4 (Figure 1.6 et Tableau 1.5) démontrent que la mutation U114A a un 
effet plus drastique que la mutation A138U. En d'autres termes, la mutation U114A est plus 
nuisible au repliement et à l'activité du riborégulateur SAM-I. 
Deux hypothèses peuvent être émises afin d'expliquer les résultats obtenus. En premier lieu, il 
est important de noter que l'interaction A52:A138 ne se fait pas directement entre les 
deux bases azotées à l'exemple d'un appariement de type paire de bases Watson-Crick. 
Effectivement, c'est plutôt le 2'-hydroxyle du nucléotide Al 38 qui interagit avec l'azote en 
position 1 (NI) du nucléotide A52. De cette manière, l'identité de la base azotée ne serait pas 
déterminante dans l'interaction A52:A138 et la mutation de l'adénine à la position 138 pour 
un uracile ne défait sans doute pas cette liaison. Selon cette logique, le fait que le nucléotide 
Al38 interagisse avec deux nucléotides plutôt qu'un seul, comme c'est le cas pour le 
nucléotide U114, n'est pas déterminant pour l'intégrité structurale ou fonctionnelle du 
riborégulateur SAM-I. En second lieu, l'effet moins radical de la mutation A138U pourrait 
aussi être dû à l'identité des nucléotides aux positions 111 à 113. En effet, chez le 
riborégulateur SAM-I yitJ de Bacillus subtilis, les trois nucléotides en amont du nucléotide 
U114 sont des adénines (Al 11, Al 12 et Al 13). Ainsi, dans le cas de l'aptamère mutant A138, 
ces trois nucléotides pourraient avoir le potentiel de faire une paire de bases ou un autre type 
d'interaction avec l'uracile à la position 138. De cette manière, il est possible qu'une nouvelle 
interaction soit créée (A111:U138, A112:U138 ou A113:U138; Figure 1.8D) et que celle-ci 
réarrange le cœur de l'aptamère de manière similaire à celui de type sauvage. À l'inverse, chez 
le mutant U114A, il est beaucoup moins probable que l'adénine à la position 114 effectue une 
interaction avec la guanine ou les deux adénines formant la jonction 1/4 (figure 1.8C). 
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Figure 1.8. Détails moléculaires de l'interaction triple entre les nucléotides A52, U114 
et A138. (A) Structure secondaire du riborégulateur SAM-I. Le cœur de l'aptamère 
est montré dans l'encadré et l'appariement U114A:A138U est représenté par la 
ligne pointillée. (B) Appariement du cœur et interaction avec le nucléotide A52. Les 
ponts hydrogènes sont montrés par les lignes pointillées. Adaptée de Heppell et al. 
(2008). (C) Cœur de l'aptamère du mutant U114A. (D) Cœur de l'aptamère du 
mutant A138U. Les interactions possibles avec l'uracile à la position 138 sont 
représentées par des lignes pointillées. 
Outre l'importance de l'appariement du cœur (U114:A138), la présente étude permet de 
mettre en évidence l'importance de l'identité des nucléotides de la jonction 1/4 pour le 
repliement et l'activité du riborégulateur SAM-I. La séquence consensus des trois nucléotides 
composant la jonction 1/4 est RRA, c'est-à-dire purine-purine-adénine, où le A est l'adénine à 
la position 138 (Wang et Breaker, 2008). Ainsi, il a été démontré, grâce à des essais de 
transcription in vitro à cycle unique, que chez le mutant GUU, la présence de pyrimidines 
(deux uraciles) dans la jonction 1/4 diminue l'efficacité de régulation génétique du 
riborégulateur SAM-I (Figure 1.7C). À l'instar des résultats de FRET effectués avec le vecteur 
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fluorescent 1-3 dans le cas du mutant A138U, la présence de pyrimidines dans la jonction 1/4 
ne semble pas affecter la préorganisation du site de liaison du ligand, c'est-à-dire, l'étape de 
repliement dépendante du magnésium (Figure 1,7D). De plus, des essais de FRET effectués 
avec le vecteur fluorescent 1-4 démontrent que l'empilement des tiges PI et P4 se fait moins 
aisément lorsque les purines composant la jonction 1/4 sont remplacées par des pyrimidines 
(Figure 1.7E). En effet, une plus grande concentration de SAM est nécessaire afin que les tiges 
PI et P4 du riborégulateur SAM-I yitJ de Bacillus subtilis s'empilent l'une sur l'autre dans le 
cas où des pyrimidines sont présentes sans la jonction entre ces deux tiges. 
Cette observation est cohérente avec des essais de résonnance magnétique nucléaire (RMN) 
publiés au début des années 1990. Ainsi, des aptamères d'ADN à trois jonctions ont été 
utilisés afin d'étudier l'influence de nucléotides non appariés entre deux tiges sur 
l'empilement de ces tiges. Les résultats obtenus à cette époque démontrent que des purines 
non appariées situées entre deux tiges restent préférentiellement empilées dans l'hélice d'ADN 
(Rosen et al., 1992; Rosen et Patel, 1993). Cependant, la localisation de pyrimidines non 
appariées entre deux tiges n'a pas pu être déterminée grâce à la même technique. (Rosen et 
Patel, 1993). Ces résultats suggèrent que, contrairement à des purines, des pyrimidines non 
appariées entre deux tiges d'ADN sont flexibles en solution. De cette manière, il est postulé 
que la présence de purines non appariées entre deux tiges d'acides nucléiques favoriserait 
l'empilement entre ces deux tiges, alors que les pyrimidines nuiraient à un tel empilement 
Dans cet ordre d'idées, les résultats de FRET effectué avec différents mutants de la 
jonction 1/4 démontrent que la présence de purines dans cette jonction favorise l'empilement 
des tiges PI et P4 lors de l'étape de repliement dépendant de la liaison de la SAM et menant à 
l'adoption de l'état natif de la molécule (Tableau 1.5). Il est à noter que naturellement, les 
aptamères de riborégulateurs SAM-I possèdent majoritairement une jonction 1/4 formée de 
purines. En effet, comme il a été mentionné précédemment, le consensus de la jonction 1/4 est 
RAA (purine-adénine-adénine). 
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Comme l'empilement des tiges PI et P4 est important pour l'activité du riborégulateur, il est 
intrigant de se pencher sur le cas des aptamères de riborégulateurs SAM-I à 3 voies, c'est-à-
dire, qui ne possèdent pas de tige P4. Selon l'analyse des séquences de riborégulateurs SAM-I 
découverts jusqu'à présent, il est estimé que 6 % de ces aptamères ne possèdent pas de tige P4 
(Barrick et Breaker, 2007). Une étude publiée récemment par notre groupe de recherche a 
démontré que la tige P4 est importante pour la liaison de la SAM et pour l'activité du 
riborégulateur SAM-I (Heppell et al., 2011). À la lumière de ces résultats, certaines questions 
concernant l'évolution des riborégulateurs SAM peuvent se poser. Comme il a été mentionné à 
la section D.2 de ce mémoire, le riborégulateur SAM-IV, découvert en 2007, présente de 
fortes similitudes de séquence et de structure prédite avec le riborégulateur SAM-I (Weinberg 
et al., 2007; Weinberg et al., 2008). Tout comme 6 % des aptamères de riborégulateur SAM-I, 
le riborégulateur SAM-IV ne présente pas une tige P4 jointe au cœur (Figure 1.7). En effet, la 
tige P4 du riborégulateur SAM-IV est située en 3' de la tige PI. De plus, ces deux sous-classes 
de riborégulateurs SAM possèdent un site de liaison du ligand très similaire. Effectivement, 
cinq des six nucléotides interagissant avec la SAM chez le riborégulateur SAM-I sont aussi 
présents et conservés dans le cas du riborégulateur SAM-IV (Weinberg et al., 2008). De plus, 
Weinberg présente une théorie intéressante concernant l'évolution du riborégulateur SAM-I. 
Selon cet auteur, un ancêtre du riborégulateur SAM-I aurait perdu sa tige P4. Afin de contrer 
la diminution de l'efficacité de régulation causée par cette perte, une série de mutations 
compensatoires aurait permis l'apparition d'une nouvelle tige P4 en 3' de la tige Pl. Ainsi, la 
présence de riborégulateurs SAM-I et SAM-IV dans le même génome bactérien soutient cette 
hypothèse. 
D'un point de vue structural, certains éléments diffèrent entre les deux aptamères. En effet, 
puisqu'il n'existe pas de structure cristalline du riborégulateur SAM-IV, il est impossible de 
savoir si les tiges PI et P4 s'empilent l'une sur l'autre. Si tel est le cas, cet empilement ne se 
fait probablement pas de la même façon que dans le cas du riborégulateur SAM-I puisque les 
deux tiges ne sont pas placées de la même façon l'une par rapport à l'autre. En effet, comme il 
a été mentionné précédemment, dans le cas du riborégulateur SAM-I, la tige P4 est placée 
dans le cœur de l'aptamère alors que, dans le cas du riborégulateur SAM-IV, la tige P4 est 
située en aval de la tige Pl. De plus, il ne semble pas qu'un appariement dans le cœur puisse 
se former dans le cas des aptamères de riborégulateurs SAM-IV. Effectivement, dans le cas du 
riborégulateur SAM-IV, tous les nucléotides de la boucle de la tige P2 interagiraient avec une 
grande majorité des nucléotides de la jonction 1-3. De cette manière, la formation de ce 
pseudonœud empêcherait ainsi toute interaction possible entre des nucléotides de la jonction 
1-3 (Weinberg et al., 2008). De plus, à l'inverse du riborégulateur SAM-I à 3 voies où la 
présence d'un appariement du cœur est prédite, la séquence consensus du riborégulateur 
SAM-IV suggère qu'aucun appariement ne pourrait s'instaurer dans le cœur de l'aptamère 
(Figure 1.7). De cette manière, il est possible que la faible affinité de la SAM pour le 
riborégulateur SAM-IV soit due, non seulement à sa structure à 3 voies, mais aussi à l'absence 
de l'appariement du cœur qui, comme il a été démontré dans cette étude, est déterminante de 
l'affinité ainsi que de l'activité du riborégulateur SAM-I. 
Somme toute, cette étude a permis de mettre en lumière l'importance de deux éléments 
structuraux n'interagissant pas directement avec le ligand, soit l'appariement du cœur 
(U114:A138) ainsi que l'identité des nucléotides formant la jonction 1/4. En effet, il a été 
démontré que ces deux éléments sont importants, non seulement pour le repliement correct de 
l'aptamère du riborégulateur SAM-I, mais aussi pour son activité de régulation génétique. De 
cette manière, iLest très intéressant de se rendre compte de la multitude de variations 
retrouvées chez les riborégulateurs, leur permettant ainsi d'augmenter leur affinité et leur 
spécificité pour leur ligand. 
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CHAPITRE 2 
ÉTUDE DE LA ROTATION DE LA TIGE PI 
2.1 INTRODUCTION 
Il y a plusieurs décennies, au moment de la découverte des molécules d'acides nucléiques, il 
était présumé que l'acide ribonucléique (ARN) ne possédait qu'un rôle unique, soit celui de 
messager de l'information et que pour assumer sa fonction cette molécule diffusait de façon 
passive dans la cellule. Aujourd'hui, il est connu, non seulement que l'ARN peut accomplir 
plusieurs fonctions, mais aussi qu'il s'agit d'une molécule très structurée et dynamique. De 
plus, des techniques à haute résolution telles que la résonnance magnétique nucléaire (RMN) 
ou la cristallographie ont permis de bien caractériser différents motifs structuraux pouvant être 
adoptés par un ARN. Ainsi, plusieurs interactions moléculaires telles que des paires de bases 
Watson-Crick, des paires de bases non Watson-Crick (purine-pyrimidine, purine-purine et 
pyrimidine-pyrimidine), des liaisons base-phosphate et des liaisons base-ribose constituent des 
éléments importants d'une molécule d'ARN (Shen et al., 1995). En plus de ces interactions, 
d'autres motifs d'ARN ont été caractérisés comme les boucles internes (bulges), les boucles 
terminales se trouvant à l'extrémité d'une tige, les motifs U (U-turns), les motifs S (S-turns), 
les motifs K (K-turns), les plateformes de type A, les tétraboucles ou autres (Hermann et Patel, 
1999; Klein et al., 2001; Moore, 1999; Shen et al., 1995). 
Ces motifs permettent à l'ARN d'adopter une structure tout en étant suffisamment flexible 
afin de permettre l'accomplissement de réactions biologiques. De cette manière, certaines 
molécules d'ARN du ribosome se retrouvant près du site de formation des liens peptidiques 
ainsi que les ARN de transfert à la position E effectuent une rotation lors de la translocation 
des ARNt. En effet, cette rotation survenant lors de la traduction d'un ARNm en protéine 
permet le rapprochement entre les acides aminés, ce qui favorise la formation du lien 
peptidique entre eux (Korostelev et Noller, 2007). Outre le ribosome, aucune rotation dans une 
tige d'ARN n'a été caractérisée jusqu'à ce jour. Des essais d'électrophorèse comparative sur 
gel (CGE), de FRET et de FRET à molécule unique (single-molecule FRET) publiés 
récemment par notre groupe de recherche ont permis de montrer qu'à la suite de l'empilement 
de la tige P4 sur la tige PI du riborégulateur SAM-I, la tige PI subissait une rotation atour de 
son axe hélicoïdal (Heppell et al., 2011). De cette manière, la caractérisation de cette rotation 
sera le sujet du chapitre 2. 
2.2 MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2.2.1 Transcription des ARN 
La méthode utilisée pour la transcription des ARN a été décrite au chapitre 1 (section 1.2.2). 
2.2.2 Marquage radioactif d'ARN en 5' 
Les ARN utilisés pour les essais d'électrophorèse comparative sur gel ou pour les essais de 
cartographie chimique (in line probing) ont été déphosphorylés grâce à la phosphatase alcaline 
de crevette (SAP) en incubant 20 pmoles d'ARN 1 heure à 37 °C dans une solution contenant 
50 mM Tris-HCl (pH 8,5) et 5 mM MgC^. L'enzyme a été inactivée grâce à une incubation de 
15 minutes à 65 °C. Les ARN ont été radiomarqués en 5' grâce à la polynucléotide kinase du 
phage T4 (T4 PNK) en incubant 5 pmoles d'ARN 1 heure à 37 °C dans une solution contenant 
70 mM Tris-HCl (pH 7,6), 10 mM MgCl2, 5 mM DTT et 10 mCi [y-32P]-ATP. L'ARN 
radiomarqué a été purifié par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions 
dénaturantes (acrylamide:bisacrylamide 19:1, TBE IX et 8 M urée), élué 16 heures à 4 °C 
dans de l'eau, récupéré grâce à une précipitation dans de l'éthanol 100 % avec 0,1 % de 
glycogène puis dissout dans de l'eau. 
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2.2.3 Électrophorèse comparative sur gel (Comparative gel electrophoresis) 
Les essais d'électrophorèse comparative sur gel ont été effectués comme décrits 
précédemment (Merino et al., 2005). Brièvement, afin d'étudier la rotation de la tige PI, les 
tiges PI et P3 de l'aptamère du riborégulateur SAM-I ont été allongées et une boucle interne 
composée de 4 adénines a été ajoutée dans la tige d'intérêt. Les complexes d'ARN ont été 
produits grâce à une hybridation d'ARN transcrits froids avec un ARN transcrit radiomarqué 
en 5' (ratio équimolaire) dans une solution composée de 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), lOmM 
MgCh et NaCl 50 mM par chauffage à 80 °C et en laissant refroidir tranquillement jusqu'à 
température pièce. Les essais d'électrophorèse comparative sur gel ont été effectués sur gel de 
polyacrylamide en conditions natives (7 % acrylamide bisacrylamide 19:1, TBE IX, 25 mM 
NaCl) en présence ou en absence de 10 mM MgCh et en présence de la concentration désirée 
ou en absence de SAM pour 16 à 30 heures à 170 volts et à 4 °C. Les gels ont été révélés par 
autoradiographie. Les séquences d'ARN utilisées sont présentées dans les tableaux 2.1 à 2.4. 
Tableau 2.1. Séquences des ARN qui composent la construction CGE 1-3 du 
riborégulateur SAM-I à 4 voies contenant une boucle interne en 3' dans la tige PI 
ARN Séquence (5'-3')* 
PÏ-P3 GCGUUCCGCACUCCGUAACUCGACUAGCGCUUCGCUUAUCAAGAGAAG 
CAGAGGGACUGGCCCGACGAAGCUUCAGCAACCAGGCCGCAUUUCCUC 
GAGGUUCCUGUCGCUUCGC 
P3-P4 GCGAAGCGACAGGAACCUCGAGGAAAUGCGGCCUAGGUGCUAAAUCC 
AGCAAGCUGGUGCGC 
P4-P1 GCGCACCAGCUUGGAAGAUAAGCGAAGAAAACGCUAGUCGAGUUACG 
GAGUGCGGAACGC 
* Les mutations décrites dans le texte ont été introduites dans ces séquences de type sauvage. 
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Tableau 2.2. Séquences des ARN qui composent la construction CGE 1-3 du 
riborégulateur SAM-I à 4 voies contenant une boucle interne en 5' dans la tige PI 
ARN Séquence (5'-3')* 
Pl--P3 GCGUUCCGCACUCCGUAACUCGACUAGCGAAAACUUCGCUUAUCAAGA 
GAAGCAGAGGGACUGGCCCGACGAAGCUUCAGCAACCAGGCCGCAUUU 
CCUCGAGGUUCCUGUCGCUUCGC 
P3--P4 GCGAAGCGACAGGAACCUCGAGGAAAUGCGGCCUAGGUGCUAAAUCC 
AGCAAGCUGGUGCGC 
P4-P1 GCGCACCAGCUUGGAAGAUAAGCGAAGCGCUAGUCGAGUUACGGAGU 
GCGGAACGC 
* Les mutations décrites dans le texte ont été introduites dans ces séquences de type sauvage. 
Tableau 2.3. Séquences des ARN qui composent la construction CGE 1-3 du 
riborégulateur SAM-I à 3 voies contenant une boucle interne en 3' dans la tige PI* 
ARN Séquence (5' - 3') 
P1-P3 GCGUUCCGCACUCCGUAACUCGACUAGCGCUUCGCUUAUCAAGAGAAG 
CAGAGGGACUGGCCCGACGAAGCUUCAGCAACCAGGCCGCAUUUCCUC 
GAGGUUCCUGUCGCUUCGC 
P3-P1 GCGAAGCGACAGGAACCUCGAGGAAAUGCGGCCUAGGUGCUAAAUCC 
AGGAAGAUAAGCGAAGAAAACGCUAGUCGAGUUACGGAGUGCGGAAC 
GC 
* Les mutations décrites dans le texte ont été introduites dans ces séquences de type sauvage. 
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Tableau 2.4. Séquences des ARN qui composent la construction CGE du 
riborégulateur SAM-I à 3 voies contenant une boucle interne en 5' dans la tige P3 
ARN Séquence (5'-3')* 
Pl--P3 GCGUUCCGCACUCCGUAACUCGACUAGCGCUUCGCUUAUCAAGAGAAG 
CAGAGGGACUGGCCCGACGAAGCUUCAGCAACCAGGCCGCAUUUCCUC 
GAGGUUCCUGUCGCUUCGC 
P3--PI GCGAAGCGACAGGAACCUCGAGGAAAUGAAAACGGCCUAGGUGCUAA 
AUCCAGGAAGAUAAGCGAAGCGCUAGUCGAGUUACGGAGUGCGGAAC 
GC 
* Les mutations décrites dans le texte ont été introduites dans ces séquences de type sauvage. 
2.2.4 Cartographie chimique (in line probing) 
Les essais de cartographie chimique (in line probing) ont été effectués comme décrits 
précédemment (Winkler et al., 2002b). Les ARN radiomarqués en 5' correspondants aux 
aptamères des riborégulateurs SAM-I yitJ et Fn02 ont été incubés 72 heures à température-
pièce dans 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 20 mM MgCh et 100 mM KC1 en absence ou en 
présence de SAM. Les réactions ont été arrêtées par rajout de formamide 100%. Les produits 
de réaction ont été séparés grâce à une électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions 
dénaturantes (8% acrylamiderbisacrylamide 19:1, TBE IX et 8 M urée), puis révélés par 
autoradiographie. La séquence utilisée pour les essais de cartographie chimique (in line 
probing) pour l'aptamère yitJ est la suivante : 
5 ' GCGGUUCUUAUC AAGAGAAGC AGAGGG ACUGGCCCGACGAAGCUUC AGC AAC 
CGGUGUAAUGGCGAUCAGCCAUGACCAAGGUGCUAAAUCCAGCAAGCUCGAAC 
AGCUUGGAAGAUAAGAAGGGAGUCUCCCGUGAACC3' 
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La séquence utilisée pour les essais de cartographie chimique (in line probing) pour 
l'aptamère Fn02 est la suivante r 
5 ' GCG ACC AUCC AG AG AAACGGAGGGACUGGCCC AAUG AUGUUUC AGC AACCU A 
CUUAAAUGUGUGGUGCUAAUUCCAGAGAGAUGGAGGGAGUCUCCCGUGAAC3' 
2.3 RÉSULTATS 
2.3.1. Caractérisation de la rotation de la tige Pl. 
Bien qu'elle soit peu utilisée aujourd'hui, la technique d'électrophorèse comparative sur gel 
(CGE ou comparative gel electrophoresis) a permis de confirmer la présence de la rotation de 
la tige PI du riborégulateur SAM-I yitJ de Bacillus subtilis (Heppell et al., 2011). L'utilisation 
de cette approche dans une étude récente effectuée par le groupe de recherche du professeur 
Daniel Lafontaine est présentée à la figure 2.1. Ainsi, cette technique est basée sur le principe 
que lors d'une électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions natives, la mobilité 
d'une molécule d'acides nucléiques est modifiée par sa structure globale (Lilley, 2000). De 
cette manière, l'électrophorèse comparative sur gel permet de comparer la migration de 
molécules possédant différentes jonctions, c'est-à-dire qui possèdent plusieurs tiges. Par 
exemple, dans le cas présenté dans cette étude, il s'agit d'aptamères de riborégulateurs SAM-I, 
possédant trois ou quatre tiges reliées autour d'une jonction centrale, auxquels deux tiges ont 
été allongées significativement. Conséquemment, la migration sur gel de polyacrylamide en 
conditions natives de ces constructions CGE sera majoritairement affectée par l'angle compris 
entre les deux tiges allongées (Heppell et al., 2011). De cette manière, l'allongement des tiges 
permet de suivre l'angle sous-jacent. 
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Figure 2.1. Rotation de la tige PI suite à la liaison de la SAM à Paptamère du 
riborégulateur SAM-I. (A) Constructions CGE 1-3 permettant d'observer la 
rotation de la tige Pl. À gauche, l'aptamère dans l'état de repliement dépendant du 
magnésium (RMg) et à droite, l'aptamère dans l'état de repliement natif induit par 
la liaison de la SAM (Rn). Le mutant U107C empêche la liaison de la SAM à 
l'aptamère, alors que ce n'est pas le cas pour l'aptamère de type sauvage (TS). 
(B) La construction CGE 1-3 de type sauvage et le mutant U107C exhibent des 
vitesses de migration différente sur gel en conditions natives en présence de 5 mM 
Mg2+ et 10 pM SAM (haut). En absence de SAM, la migration des deux 
constructions CGE 1-3 est semblable (bas). Figure adaptée de Heppell et al. (2011). 
Afin de caractériser la rotation de la tige PI, des constructions CGE 1-3 très similaires à celles 
employées par Heppell et al. (2011 ) ont été utilisées. Plus précisément, ces constructions 
CGE 1-3 ont été obtenues à partir de la séquence du riborégulateur SAM-I yitJ de 
Bacillus subtilis à laquelle les tiges PI et P3 ont été allongées d'environ 30 paires de bases, et 
ce, de manière aléatoire. En plus de cet allongement, une boucle interne constituée de 
quatre adénines (AAAA) a été insérée à l'intérieur de la séquence du brin 3' de la tige PI afin 
de former un coude qui permettra de suivre les changements rotationnels de la tige PI 
(Figure 2.2A et 2.3A). De cette manière, plusieurs constructions CGE 1-3 avec une boucle 
interne à différentes distances du cœur de l'aptamère ont été utilisées pour les essais 
d'électrophorèse comparative sur gel (Figure 2.2A). Ainsi, les dix constructions CGE 1-3 
différentes contenant une tige PI de 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 et 25 paires de bases 
permettent d'induire une rotation artificielle dans la tige PI de l'aptamère du riborégulateur 
SAM-I. L'induction de cette rotation artificielle a été utilisée à des fins de comparaison avec la 
rotation naturelle retrouvée dans la tige PI du riborégulateur SAM-I. De cette manière, il est 
possible de déterminer l'angle naturel de la rotation de la tige Pl. Il est à noter qu'une boucle 
interne a été ajoutée uniquement à l'intérieur de la tige PI et non à l'intérieur de la tige P3 
puisque cette dernière ne présente pas de rotation (Heppell et al., 2011). 
Figure 2.2. Exemples de constructions CGE 1-3 utilisées pour caractériser la phase 
ondulatoire de la rotation de la tige PI du riborégulateur SAM-I. (A) 
Emplacements de la boucle interne de la tige PI par rapport au cœur de 
l'aptamère. La tige PI de longueur minimale contient 7 paires de bases (gauche) 
alors que la tige PI de longueur maximale est formée de 25 paires de bases (droite). 
Les constructions CGE 1-3 contenant une boucle interne à 9,11,13,15,17,19,21 et 
23 paires de bases du cœur de l'aptamère ont aussi été utilisées, mais ne sont pas 
montrées dans cette figure. (B) Différence d'angle maximale entre les tiges PI et P3 
lorsque, à droite, la boucle interne est située près du cœur de l'aptamère et, à 
gauche, lorsque la boucle interne est située près de l'extrémité de la tige Pl. En 
dessous des représentations de constructions CGE 1-3 est montré un exemple 
d'électrophorèse sur gels en conditions natives illustrant la différence de vitesse de 
migration dépendante de l'emplacement de la boucle interne. 
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Tout d'abord, les essais d'électrophorèse comparative sur gel en absence de SAM démontrent 
que les constructions CGE 1 -3 de type sauvage (TS) contenant une boucle interne située de 7 à 
25 paires de bases du cœur de l'aptamère possèdent une vitesse de migration similaire sur gel 
de polyacrylamide en conditions natives en présence de 10 mM magnésium (Figure 2.3B 
haut). C'est aussi le cas de la construction CGE 1-3 pour le mutant U107C, qui empêche la 
liaison du ligand à l'aptamère. Cependant, lorsque 5 pM de SAM sont ajoutés au milieu, la 
liaison de la SAM induit un changement de vitesse de migration des différentes constructions 
CGE 1-3 de type sauvage. En effet, le déplacement de la boucle interne vers l'extrémité de la 
tige PI module de façon sinusoïdale la migration des constructions CGE 1-3 de type sauvage 
(Figure 2.3B centre et D). De cette manière, le gel présenté à la figure 2.3B (centre) montre la 
rotation artificielle provoquée par le déplacement de la boucle interne au niveau de la tige Pl. 
L'amplitude de cette fonction sinusoïdale diminue en fonction de la distance entre la boucle 
interne et le cœur de l'aptamère, ce qui est cohérent avec la façon dont les constructions 
CGE 1-3 ont été obtenues. En effet, il est important de prendre en compte le fait que la boucle 
interne est située à différentes distances par rapport au cœur de l'aptamère. Ainsi, plus la 
boucle interne est près du cœur, plus la distance maximale entre les extrémités des tiges PI et 
P3 est grande. À l'inverse, plus la boucle interne est située loin du cœur de l'aptamère, plus la 
distance maximale entre les extrémités des tiges PI et P3 est faible (Figure 2.2B). 
Il est connu que plus la distance entre les extrémités de deux tiges d'une molécule est grande, 
plus cette molécule migre rapidement lors d'une électrophorèse sur gel de polyacrylamide en 
conditions natives (Lumpkin, 1982). De cette manière, il est possible de postuler que, dans le 
cas des constructions CGE 1 -3 utilisées lors des essais présentés dans cette étude qui sont de 
poids moléculaire égal, plus la boucle interne est située près du cœur de l'aptamère plus la 
molécule migrera rapidement (Figure 2.2B bas). Ainsi, les essais d'électrophorèse 
comparative sur gel démontrent que la distance maximale entre les tiges PI et P3 est obtenue 
avec à la construction CGE 1 -3 de 11 paires de bases. En effet, il s'agit de la construction 
CGE 1-3 qui migre le plus rapidement dans le gel de polyacrylamide en conditions natives 
(Figure 2.3B centre). De plus, selon la fonction sinusoïdale démontrée à la figure 2.3D, les 
constructions CGE 1-3 de 11 et 23 paires de bases correspondent respectivement aux 
migrations maximales de la première et deuxième phase de rotation. Ce résultat est cohérent 
avec le fait qu'entre ces deux constructions, un tour d'hélice a été effectué, c'est-à-dire que la 
boucle interne de ces deux constructions CGE 1-3 se trouve pratiquement au même 
emplacement par rapport à l'hélice formée par la tige d'ARNdb. Cependant, la migration de 
ces deux constructions CGE 1-3 en présence de SAM n'est pas équivalente. En effet, la 
construction CGE 1-3 de 11 paires de bases migre plus rapidement que celle de 23 paires de 
bases (Figure 2.3B centre). Ce résultat est cohérent avec ce qui était attendu puisque la 
distance entre les extrémités des tiges PI et P3 est moins grande que dans le cas de la 
construction CGE 1 -3 de 11 paires de bases (Figure 2.2B). 
Contrairement aux constructions CGE 1-3 de type sauvage démontrant un patron de migration 
suivant une fonction sinusoïdale en présence de 5 |iM SAM dans le milieu, les constructions 
CGE 1-3 pour le mutant U107C empêchant la liaison de la SAM à l'aptamère présentent 
toutes la même vitesse de migration. En effet, peu importe la distance entre le cœur de 
l'aptamère mutant U107C et la boucle interne, la migration de ces constructions CGE 1-3 est 
similaire (Figure 2.3B bas). Ce résultat permet de confirmer que la rotation de la tige PI du 
riborégulateur SAM-I est dépendante de la liaison de la SAM à l'aptamère. 
Comme il a été mentionné précédemment, la longueur véritable de la tige PI du riborégulateur 
SAM-I yitJ de Bacillus subtilis est connue, soit de 8 paires de bases. De plus, dans le but de 
faire les essais CGE, les constructions CGE 1-3 utilisées possédaient différentes longueurs de 
tige Pl. Ainsi, avec ces deux informations, il est possible, en utilisant la fonction sinusoïdale 
obtenue dans les essais d'électrophorèse comparative sur gel, de déterminer l'angle de la 
rotation de la tige Pl. Dans cette optique, il est important de mentionner qu'un tour de la 
double hélice d'ARN correspond au nombre de paires de bases requises pour que deux 
nucléotides du même brin d'ARN se retrouvent à la même position. De cette manière, il est 
déterminé qu'un tour de la double hélice d'ARN correspond à environ 11 paires de bases et 
que chaque paire de bases est orientée l'une par rapport à l'autre avec un angle d'environ 30 ° 
(angle entre 2 paires de bases consécutives dans la double hélice = 360 ° / 11 paires de bases). 
Ainsi, en comparant les vitesses de migrations des différentes constructions CGE 1-3 avec la 
vitesse de migration de l'aptamère de type sauvage, dont la tige PI est de 8 paires de bases, il 
est estimé que la rotation de la tige PI se fait selon un angle d'environ 30 ° (Figure 2.3). 
Dans le but de confirmer la phase ondulatoire de la rotation de la tige PI du riborégulateur 
SAM-I, des constructions CGE 1-3 contenant une boucle interne dans le brin 5' de la tige PI 
ont été utilisées. De cette manière, quatre constructions CGE 1-3 ont été soumises à des essais 
d'électrophorèse comparative sur gel. Ces constructions présentent une boucle interne placée à 
11, 13, 15 et 17 paires de bases du cœur de l'aptamère. Tout d'abord, à l'instar des 
constructions CGE 1-3 où la boucle interne est placée sur le brin 3' de la tige PI, toutes les 
constructions de type sauvage ou du mutant U107C comprenant une boucle interne sur le brin 
5' de la tige PI migrent à la même vitesse dans un gel de polyacrylamide en conditions natives 
contenant 10 mM magnésium (Figure 2.3C haut). Ensuite, toujours à l'exemple des 
constructions CGE 1-3 avec une boucle interne sur le brin 3' de la tige PI, l'ajout de 5 jiM 
SAM dans le milieu modifie la vitesse de migrations des différentes constructions CGE 1-3 
possédant une boucle interne dans le brin 5' de la tige PI (Figure 2.3C bas). En effet, en 
présence de SAM, la migration de ces constructions CGE 1-3 suit aussi une fonction 
sinusoïdale (Figure 2.3C bas). De plus, comme il était attendu, le déplacement de ia boucle 
interne du brin 3' au brin 5' de la tige PI inverse la fonction sinusoïdale de migration 
(Figure 2.3D). Ces résultats suggèrent que la présence de cette boucle interne n'affecte pas le 
sens de la rotation naturelle de la tige PI puisque si tel était le cas, les fonctions sinusoïdales 
obtenues n'auraient pas été inversées. 
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Figure 2.3. Caractérisation de la phase ondulatoire de la rotation de la tige Pl. 
(A) Construction CGE 1-3 permettant d'étudier sur gel l'angle entre les tiges PI et 
P3 en absence et en présence de SAM. Allongement des tiges PI et P3 d'environ 
30 paires de bases aléatoires (rouge). Une boucle interne constituée de 4 adénines a 
été ajoutée sur le brin 3' ou 5' de la tige Pl. Afin de caractériser la phase 
ondulatoire de la rotation de la tige PI, cette boucle interne (gris et rouge) a été 
déplacée vers l'extrémité de la tige. Modèle basé sur celui décrit par Heppell et al. 
(2011). (B) Électrophorèses comparatives sur gel (CGE) en absence (haut) ou en 
présence de SAM (centre) effectuées sur des vecteurs de type sauvage (TS) où la 
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boucle interne (en 3') a été déplacée le long de la tige Pl. CGE effectuée sur 
l'aptamère mutant U107C en présence de SAM (bas). (C) CGE avec déplacement 
de la boucle interne (en 5') effectué avec des aptamères de type sauvage en absence 
(haut) ou en présence de SAM (bas). (D) Phase ondulatoire de la rotation de la 
tige Pl. 
2.3.2. La rotation de la tige PI est observable dans le cas d'un aptamère à 3 voies. 
Bien que la rotation de la tige PI ait été observée chez le riborégulateur SAM-I yitJ de 
Bacillus subtilis, il n'est pas possible de statuer qu'il s'agit d'un événement retrouvé chez 
l'ensemble de la population des riborégulateurs SAM-I. Comme il a été mentionné 
précédemment, l'ensemble des riborégulateurs SAM-I présente plusieurs caractéristiques 
similaires telles que les séquences nucléotidiques ou certains éléments structuraux. Toutefois, 
plusieurs autres caractéristiques peuvent être très variables au sein de cette sous-classe de 
riborégulateurs. La tige P4 est sans contredit l'élément structural le plus variable parmi les 
différents riborégulateurs SAM-I découverts jusqu'à ce jour. En effet, selon des alignements 
de séquences, il est évalué que 6 % des aptamères de riborégulateurs SAM-I ne possèdent pas 
de tige P4 (Figure 2.4A). Cela suggère donc qu'il ne s'agit pas d'un élément essentiel à 
l'activité de régulation génétique des riborégulateurs SAM-I. Dans cet ordre d'idées, il a été 
démontré récemment que la tige P4 exerce un réglage fin au niveau de l'activité du 
riborégulateur SAM-I. En effet, il est suggéré que la présence d'une tige P4 de 6 paires de 
bases ou plus augmente l'affinité de liaison de la SAM pour l'aptamère en stabilisant le 
rapprochement entre les tiges PI et P3 (Heppell et al., 2011). Cependant, comme le véritable 
rôle que la tige P4 joue au niveau du repliement global de l'aptamère reste encore à expliquer, 
il est intéressant de s'interroger au sujet de son implication potentielle dans la rotation de la 
tige Pl. En effet, il est présumé que la rotation de la tige PI est induite à la suite de 
l'empilement des tiges PI et P4 lors de l'étape de repliement où la liaison de la SAM à 
l'aptamère mène à l'adoption l'état natif de la molécule d'ARN. 
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De cette façon, afin de vérifier cette hypothèse, des essais d'électrophorèse comparative sur 
gel ont été effectués avec un aptamère de riborégulateur SAM-I à 3 voies, c'est-à-dire qui de 
façon naturelle ne possède pas de tige P4. Tout d'abord, afin de s'assurer que la liaison de la 
SAM à l'aptamère à 3 voies du riborégulateur Fn02 de la bactérie Fusobacterium nucleatum 
n'induit pas un changement de conformation observable sur gel de polyacrylamide en 
conditions natives, une construction CGE 1-3 sans boucle interne a été construite 
(Figure 2.4B). Dans toutes les conditions de SAM utilisées, c'est-à-dire, 0 |iM, 5 |iM ou 
250 pM, la construction CGE 1-3 de type sauvage et la construction CGE 1-3 du mutant 
U107C qui prévient la liaison de la SAM à l'aptamère migrent à la même vitesse dans le gel 
de polyacrylamide en conditions natives (Figure 2.4B). Ce résultat signifie que, tout comme 
l'aptamère de riborégulateur SAM-I à 4 voies, la liaison de la SAM à cet aptamère à 3 voies 
n'induit pas de changement de conformation détectable par la technique utilisée (Heppell et 
al., 2011). Comme il a été expliqué précédemment, seulement le changement de distance entre 
les tiges PI et P3 sera détecté lors d'essais utilisant des constructions CGE 1-3 avec une 
boucle interne dans l'une où l'autre de ces deux tiges. De cette manière, il est possible de 
déterminer si, à l'exemple du riborégulateur SAM-I à 4 voies, la liaison de la SAM à 
l'aptamère du riborégulateur SAM-I à 3 voies induit une rotation au niveau de la tige PI et 
non au niveau de la tige P3. 
Les essais d'électrophorèse comparative sur gel démontrent qu'en absence de SAM ou à une 
concentration de 5 pM, les constructions CGE 1-3 de type sauvage et du mutant U107C où 
une boucle interne a été ajoutée sur la tige PI ou P3 migrent à la même vitesse dans le gel de 
polyacrylamide (Figure 2.3C haut et centre). Cela suggère une absence de rotation, tant au 
niveau de la tige PI qu'au niveau de la tige P3. De cette manière, ce résultats suggère que la 
distance entre les tiges PI et P3 reste la même dans les deux conditions expérimentales 
utilisées, soit sans SAM ou à faible concentration de SAM. Cependant, lorsqu'une 
concentration de SAM 50 fois plus élevée ajoutée au milieu, soit 250 jiM, la construction 
CGE 1-3 de type sauvage migre plus rapidement que la construction du mutant U107C 
contenant toutes deux une boucle interne dans la tige PI (Figure 2.4C bas). Ce résultat 
démontre que l'absence de tige P4 n'empêche pas la rotation de la tige PI, et ce, même si cette 
rotation est observable à concentration de SAM plus élevée que dans le cas d'un aptamère de 
riborégulateur SAM-I à 4 voies. Par contre, cette variation de mobilité sur gel de 
polyacrylamide en conditions natives n'est pas observable avec les constructions CGE 1-3 
possédant une boucle interne dans la tige P3. Ainsi, à l'exemple du riborégulateur SAM-I à 
4 voies, une rotation de la tige PI est observable chez le riborégulateur ne possédant pas de 
tige P4, mais absente dans la tige P3. La différence d'affinité entre ces deux types de 
riborégulateurs SAM-I pourrait expliquer le fait que la rotation de la tige PI du riborégulateur 
SAM-I à 3 voies n'est pas observable à 5 |iM SAM alors qu'elle l'est dans le cas du 
riborégulateur SAM-I à 4 voies (Figure 2.4C centre). Dans cette optique, des essais de 
cartographie chimique (in line probing) ont permis de déterminer un Kd d'environ 100 nM 
pour l'aptamère à 3 voies (Figure A.4; Annexe 2). Ce résultat démontre que l'affinité du 
riborégulateur SAM-I à 3 voies est 25 fois plus faible que celle du riborégulateur SAM-I à 
4 voies qui possède un Kd d'environ 4 nM (Winkler et al., 2003). 
Comme il a été mentionné précédemment, la longueur de la tige P4 est extrêmement variable 
d'un aptamère de riborégulateur SAM-I à l'autre. En effet, même si plus de la moitié des 
tiges P4 ont une longueur de 5 à 7 paires de bases, certains aptamères possèdent une tige P4 
d'une quinzaine de paires de bases. Afin de savoir si la longueur de la tige P4 a un effet sur la 
rotation de la tige PI, des constructions CGE 1-3 présentant différentes longueurs de tiges P4 
(0 à 10 paires de bases) ont été construites (Figure 2.4D schéma au bas). Ces constructions 
ont, par la suite, été soumises à des essais d'électrophorèse comparative sur gel en absence et 
en présence de 5 |iM SAM. Lors des essais, toutes les constructions CGE 1 -3 de type sauvage 
et du mutant U107C correspondant ont migré à la même vitesse dans le gel de polyacrylamide 
en conditions natives en absence de SAM. De plus, tel qu'il avait été déterminé à la figure 
2.4C, les constructions CGE 1-3 de type sauvage et du mutant U107C sans P4 (-6 pb) migrent 
à la même vitesse dans le gel de polyacrylamide en conditions natives, et ce, en absence ou en 
présence de SAM (Figure 2.4D). Il en est de même pour les constructions CGE 1-3 possédant 
une très courte tige P4, soit de 2 paires de bases (-4 pb). Cependant, contrairement à ce qui 
était attendu, ces constructions CGE1-3 migrent plus lentement dans le gel de 
polyacrylamide. Ce ralentissement de vitesse de migration est sans doute dû à la modification 
structurale du cœur de l'aptamère. Toutefois, les constructions CGE 1-3 contenant une tige P4 
de 4 à 10 paires de bases (de -2 pb à +4 pb) démontrent un patron de migration différent. En 
effet, en absence de SAM, les constructions CGE 1-3 de type sauvage ou du mutant U107C 
migrent à la même vitesse dans le gel de polyacrylamide en conditions natives. Cependant, 
lorsque 5 jjM SAM sont ajoutés au milieu, la construction CGE 1-3 de type sauvage exhibe 
une vitesse de migration plus rapide que le mutant U107C. À l'exemple des résultats obtenus à 
la figure 2.4C, ces résultats suggèrent que l'allongement de la tige P4 augmente l'affinité de 
liaison de l'aptamère pour la SAM. De cette manière, seuls les aptamères possédant une tige 
P4 de 4 paires de bases ou plus permettent l'observation de la rotation de la tige PI en 
présence de 5 |iM SAM (Figure 2.4D). Cette variation dans l'affinité pour la SAM des 
aptamères de riborégulateurs SAM-I possédant une tige P4 de différentes longueurs est 
cohérente avec des résultats publiés récemment par notre groupe de recherche qui 
démontraient que les riborégulateurs possédant une tige P4 de 4 paires de bases et plus 
possèdent une affinité supérieure, c'est-à-dire une constante d'affinité plus faible que celle des 
riborégulateurs ne possédant pas de tiges P4 ou possédant une tige P4 très courte de 2 paires 
de bases (Heppell et al., 2011). De cette manière, les résultats des essais d'électrophorèse 
comparative sur gel démontrent que la longueur de la tige P4 n'a pas d'effet sur la rotation de 
la tige PI, mais seulement sur l'affinité de la SAM pour l'aptamère. 
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Figure 2.4. La rotation de la tige PI est indépendante de la présence de la tige P4. 
(A) Séquence consensus de l'aptamère du riborégulateur SAM-I montrant la 
variabilité naturelle de la longueur de la tige P4. Les cercles blancs représentent les 
positions conservées chez 50 à 97% des aptamères. Les lignes continues 
représentent la partie variable des tiges-boucles. Consensus basé sur l'article de 
Barrick et Breaker (2007). (B) Électrophorèses comparatives sur gel (CGE) avec un 
vecteur à 3 voies (Jet à 3 voies) sans boucle interne dans la tige Pl. Comparaison de 
l'angle naturel entre les tiges PI et P3 de l'aptamère de type sauvage (TS) à celui de 
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l'aptamère mutant U107C à différentes concentrations de SAM. (C) CGE effectuée 
avec des vecteurs à 3 voies contenant une boucle interne dans le brin 3' ou 5' de la 
tige PI à différentes concentrations de SAM. Des constructions CGE à 4 voies (Jet à 
4 voies) ont été utilisées comme contrôle. (D) CGE effectuée avec des constructions 
CGE contenant différentes longueurs de tige P4 (0 à 10 paires de bases) en absence 
ou en présence de SAM. 
2.4 DISCUSSION 
La présente étude a permis de caractériser la rotation de la tige PI du riborégulateur SAM-I 
qui se produit à la suite de la liaison de la SAM à l'aptamère. Il est à noter qu'il s'agit de la 
toute première fois que ce type de rotation induite par la liaison d'un ligand à une molécule 
d'ARN est observé et caractérisé. En effet, les essais d'électrophorèse comparative sur gel ont 
permis de déterminer que la rotation de la tige PI du riborégulateur SAM-I se fait sous un 
angle d'environ 30 ° (Figure 2.3D). 
En plus de déterminer l'angle de la rotation de la tige PI, les essais d'électrophorèse 
comparative sur gel ont permis d'en comprendre davantage sur le dynamisme du 
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constructions CGE 1-3 vers l'extrémité de la tige PI (à une distance de 7 à 25 paires de bases 
du cœur de l'aptamère) induit une rotation artificielle de la partie terminale de la tige PI. Cette 
affirmation est basée sur le principe qu'un tour d'hélice d'ARN correspond à environ 11 paires 
de bases. De cette manière, le fait de déplacer la boucle interne de 2 paires de bases le long de 
la tige PI induit une rotation d'environ 65 °. Ainsi, il est attendu que dans toutes les conditions 
utilisées, la migration des différentes constructions CGE 1-3 suit le même patron de migration, 
c'est-à-dire sous la forme d'une fonction sinusoïdale. Cependant, en absence de SAM dans le 
milieu, cette rotation artificielle de la tige PI n'est pas perceptible sur gel de polyacrylamide 
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en conditions natives. En effet, toutes les constructions CGE 1-3 ont migré à une même 
distance dans le gel (Figure 2.3B haut). Ce résultat suggère qu'en absence de SAM, la 
conformation de l'aptamère du riborégulateur SAM-I est dynamique, c'est-à-dire qu'elle passe 
spontanément de l'état de repliement induit par le magnésium (RMg) à l'état de repliement 
natif (RN) (Figure 2.3A). En effet, comme ces molécules d'ARN oscillent entre deux 
conformations, la résultante sur gel est une migration moyenne entre ces deux conformations. 
Toutefois, en présence de SAM, la conformation native serait stabilisée, ce qui est cohérent 
avec une étude publiée l'an dernier concernant le dynamisme des aptamères de riborégulateurs 
SAM-I en absence de ligand (Stoddard et al., 2010). De plus, en complément de l'article de 
Heppell et al. publié cette année dans la revue Nature Chemical Biology, une professeure du 
département de chimie en Californie (University of California) a rédigé un court article dans la 
section News and Views de la même revue (Hammond, 2011). Le dynamisme de la molécule 
d'ARN est bien illustré dans cette publication où l'auteure utilise un schéma simple et efficace 
pour expliquer le phénomène (Figure 2.5). Deux types de changements de conformation 
peuvent être observés dans le cas des riborégulateurs. 
Dans le premier cas, la conformation induite (induced fit) survient lorsque le ligand, dans ce 
cas-ci la SAM, amène le changement de la conformation active (ON) à la conformation 
inactive (OFF) (Figure 2.5A). À l'inverse, dans le second cas, un équilibre entre les 
conformations active et inactive est préexistant en absence de ligand, c'est-à-dire que la 
conformation de la molécule d'ARN est dynamique (Figure 2.5B). Dans ce second cas, qui se 
nomme conformation capture (conformational selection), la liaison du ligand à la 
conformation inactive est favorisée d'un point de vue énergétique. Ainsi, la liaison de la SAM 
se fait préférentiellement à l'aptamère du riborégulateur SAM-I de conformation inactive, ce 
qui stabilise cette structure. De cette manière, les résultats obtenus lors des essais 
d'électrophorèse comparative sur gel en absence de SAM (Figures 2.3 et 2.4) suggèrent que le 
riborégulateur SAM change de conformation via le modèle de conformation capture. Des 
essais de FRET à molécule unique (single-molecule FRET) effectués avec les constructions 
CGE 1-3 permettraient de confirmer cette hypothèse. 
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Figure 2.5. Changement de conformation du riborégulateur SAM-I. (A) Modèle de la 
conformation induite (induced fit) où la SAM entraîne le changement de 
conformation entre la structure inactive (ON) et la structure inactive (OFF). 
(B) Modèle de la conformation capture (conformational selection) où la SAM 
stabilise la structure inactive (OFF). Adaptée de Hammond (2011). 
Outre la caractérisation de la phase ondulatoire de la rotation de la tige PI du riborégulateur 
SAM-I, cette étude a permis de mettre en lumière que cette rotation est commune aux 
aptamères à 4 voies et à 3 voies. En effet, des essais d'électrophorèse comparative sur gel ont 
permis de déterminer que l'absence de tige P4 n'empêche pas la rotation de la tige PI 
(Figure 2.4C). De plus, bien que la longueur de la tige P4 soit déterminante pour l'affinité de 
l'aptamère envers la SAM, cette caractéristique structurale ne semble pas avoir d'influence sur 
la TOtatiorr de la tige Pl. En effet, une rotation de la tige PI est observable dam le-eas 
d'aptamères possédant une tige P4 d'une longueur de 4 à 10 paires de bases (Figure 2.4D). 
Cependant, comme il a été mentionné précédemment, la construction CGE 1-3 possédant une 
tige P4 d'une longueur de 2 paires de bases (-4 pb) exhibe une vitesse de migration sur gel de 
polyacrylamide en conditions natives plus lente que ce qui est attendu. Ce ralentissement dans 
la vitesse de migration des constructions d'ARN est sans doute dû à la modification structurale 
du cœur de l'aptamère. En effet, il est probable que dans le cas de cet aptamère, il n'y ait pas 
formation de la tige P4 puisque les 2 paires de bases la composant ne sont pas assez stables. 
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De cette manière, la jonction entre les tiges P3 et PI serait constituée de 20 nucléotides1 qui 
peuvent interagir entre eux de différentes façons et ainsi déformer le cœur de l'aptamère. En 
effet, selon un point de vue énergétique, il est peu probable de retrouver de longues séquences 
simple-brins dans une structure d'ARN, la formation d'interactions entre des nucléotides est 
majoritairement favorisée (Lemieux et Major, 2002). Bien entendu, il serait intéressant 
déterminer s'il est possible qu'un aptamère de riborégulateur SAM-I possède une tige P4 de 
2 paires de bases ou, comme postulé, le cœur de l'aptamère se réorganise de façon différente. 
À cet effet, des essais de cartographie chimique (in line probing), de cartographie chimique au 
sulfate de diméthyl (DMS) ou d'acylation sélective du 2'-hydroxyle analysée par extension 
d'amorce (SHAPE) pourraient permettre de répondre à cette question. 
Bien que la présente étude ait permis de caractériser la rotation de la tige PI du riborégulateur 
SAM-I, plusieurs questions restent encore sans réponse. Tout d'abord, il a été déterminé que la 
tige P4 n'a pas d'influence sur la rotation de la tige PI. Cependant, la longueur variable de la 
tige P4 ne constitue pas le seul élément structural qui diverge entre les différents aptamères de 
riborégulateurs SAM-I. En effet, tout comme la tige P4, la séquence et la longueur de la tige 
P3 peuvent différer énormément d'un aptamère à l'autre. De plus, certains aptamères de 
riborégulateurs SAM-I possèdent une tige P3 présentant à son extrémité une structure en 
forme de croix nommée structure cruciforme. En d'autres termes, l'extrémité de la tige P3 se 
présente sous forme d'une autre jonction à 4 voies (Figure 2.6). Chez Bacillus subtilis, deux 
des onze riborégulateurs SAM-I possèdent une tige P3 cruciforme, soit les riborégulateurs qui 
contrôlent les opérons metIC et ykrTS. Puisqu'en présence de SAM, les tiges PI et P3 se 
retrouvent près l'une de l'autre, il est possible que la structure en croix à l'extrémité de la tige 
P3 interagisse avec la tige PI, empêchant ainsi sa rotation. De cette manière, il serait, sans 
contredit, très intéressant de vérifier si les aptamères qui possèdent une tige P3 cruciforme 
présentent aussi une rotation de la tige PI en présence de SAM. Des essais d'électrophorèse 
1 La jonction 3/4 est d'une longueur de 8 nucléotides, 9 nucléotides devraient former la tige P4 (2 paires de bases 
et une boucle de 5 nucléotides) et 3 nucléotides composent la jonction 1/4, ce qui totalise 20 nucléotides. 
comparative sur gel ou de FRET à molécule unique (single-molecule FRET) pourraient être 
utilisés afin de vérifier cette hypothèse. 
Figure 2.6. Variabilité dans la tige P3 du riborégulateur SAM-I. À gauche, structure 
consensus du riborégulateur SAM-I. À droite, structure du riborégulateur SAM-I 
possédant une tige P3 cruciforme. 
La caractérisation de la rotation de la tige PI du riborégulateur SAM-I effectuée dans la 
présente étude permet d'approfondir les connaissances actuelles au sujet du mode de 
repliement de cette molécule d'ARN. Toutefois, le rôle de la rotation de la tige PI reste encore 
à déterminer. L'étude des nucléotides formant le site de liaison de la SAM pourrait 
probablement fournir une piste de réponse sur ce sujet. En effet, il est connu que dans le cas du 
riborégulateur SAM-I, 6 nucléotides sont impliqués dans la liaison de la SAM à l'aptamère. 
Ces nucléotides sont retrouvés dans la tige PI (U35 et U141), dans la jonction 1/2 (G39) ainsi 
que dans la tige P3 (A74, U107 et G108). Puisque 2 des 6 nucléotides du site de liaison de la 
SAM font partie de la tige PI, il est possible que la rotation de la tige PI soit nécessaire à la 
liaison de la SAM aux uraciles retrouvés aux positions 35 et 141. Tel que mentionné 
précédemment, le changement de conformation du riborégulateur SAM-I s'effectue selon le 
modèle de conformation capture (conformational selection) (Figure 2.5). De cette manière, il 
est prédit que la tige PI effectue une rotation autour de son axe, puis qu'elle retrouve l'état 
dans lequel elle se trouvait avant la rotation, et ce, de manière dynamique. Ainsi, à la suite de 
la rotation de la tige PI, il est probable que les nucléotides U35 et U141 de la tige PI soient 
orientés de manière telle que la liaison de la SAM à l'aptamère se fait plus facilement et 
demande une moins grande dépense énergétique. Cependant, quelques expériences seraient 
nécessaires afin de confirmer cette hypothèse. En effet, jusqu'à présent aucune étude 
mutationnelle des nucléotides de la tige PI impliqués dans la liaison de la SAM à l'aptamère 
du riborégulateur SAM-I n'a été publiée. Il serait donc primordial de connaître l'effet 
qu'aurait la mutation des nucléotides U35 et U141 sur le repliement et l'affinité du 
riborégulateur pour son ligand. Avec ces informations, il serait ensuite possible d'effectuer des 
essais d'électrophorèse comparative sur gel ou de FRET à molécule unique (single-molecule 
FRET) avec les différents mutants afin de vérifier l'hypothèse soutenant que les nucléotides 
U35 et U141 sont impliqués dans la rotation de la tige PI du riborégulateur SAM-I. 
En se basant sur l'hypothèse que la rotation de la tige PI mène à un changement d'orientation 
des nucléotides U35 et U141 leur permettant de lier la SAM plus aisément, il est stipulé que la 
rotation de la tige PI se fait toujours selon le même angle, et ce, peu importe le variant de 
riborégulateurs SAM-I. De plus, tel que mentionné à la fin du chapitre 1, il serait aussi 
intéressant d'effectuer des essais d'électrophorèse comparative sur gel avec le riborégulateur 
SAM-FV dans le but de vérifier si la tige PI de ce riborégulateur effectue aussi une rotation, et 
ce, à l'image du riborégulateur SAM-I. En effet, selon des analyses de séquences, il est prédit 
qu'un nucléotide du site de liaison de la SAM se retrouve dans la tige PI du riborégulateur 
SAM-IV (Weinberg et al., 2008). Il s'agit d'un uracile qui correspondrait à celui à la position 
35 chez le riborégulateur SAM-I. Bien qu'il serait très intéressant de découvrir une rotation de 
la tige PI dans une autre sous-classe de riborégulateurs SAM, il serait encore plus fascinant de 
démontrer que cet événement se produit aussi dans d'autres classes de riborégulateurs. Par 
exemple, l'aptamère du riborégulateur lysine possède une structure démontrant quelques 
similarités avec celui du riborégulateur SAM-I. Toutefois, des essais préliminaires effectués 
dans notre laboratoire de recherche semblent démontrer que la tige PI de ce riborégulateur 
n'effectue pas de rotation. Puisqu'aucun nucléotide du site de liaison n'est situé dans une tige 
(Garst et al., 2008), l'absence de rotation dans l'aptamère du riborégulateur lysine est 
cohérente avec l'hypothèse émise précédemment concernant le rôle de la rotation de la tige PI 
du riborégulateur SAM-I. 
De manière générale, les résultats montrés dans le chapitre 2 permettent de mieux caractériser 
la rotation de la tige PI du riborégulateur SAM-I. Il est important de répéter qu'il s'agit de la 
toute première fois qu'un tel événement est observé dans une molécule d'ARN, c'est-à-dire 
une rotation induite ou stabilisée par la liaison d'un petit métabolite. Ainsi, il est probable que 
cette découverte ouvre la porte à plusieurs autres études dans les prochaines années où 
d'autres groupes de recherche auront découvert, à leur tour, une tige d'ARN effectuant une 
rotation dans leur molécule d'intérêt. Bien entendu, il est fort possible qu'une rotation 
similaire existe aussi dans d'autres molécules d'ARN. Toutefois, comme les techniques qui 
ont permis de découvrir la rotation de la tige PI du riborégulateur SAM-I sont peu répandues, 
il a été impossible pour d'autres groupes de recherche d'identifier une telle rotation à 
l'intérieur de leur molécule d'intérêt. De plus, ces techniques nécessitent l'utilisation de 
molécules d'ARN qui possèdent des régions variables, il faudra les améliorer avant de pouvoir 
étudier d'autres types de molécules ne présentant pas de tiges variables. 
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CONCLUSION 
L'objectif principal du projet de maîtrise présenté dans ce mémoire était, de façon bien 
générale, d'accroître les connaissances concernant la structure et l'activité de régulation 
génétique du riborégulateur SAM-I. En effet, ce projet a été réalisé dans l'optique d'établir des 
relations entre la structure et la fonction de certains éléments structuraux peu étudiés jusqu'à 
ce jour. De cette manière, cette étude porte sur l'appartement du cœur de l'aptamère et 
l'identité des nucléotides formant la jonction 1/4 ainsi que l'événement de rotation de la tige 
PI faisant l'objet d'un article publié récemment par notre groupe de recherche (Heppell et al., 
2011). Tout comme la majorité des études concernant les riborégulateurs ou autres molécules 
d'ARN assurant une fonction biologique, l'hypothèse de départ sur laquelle a été fondé ce 
travail de maîtrise stipule que la structure adoptée par l'aptamère du riborégulateur étudié 
influence grandement l'activité de celui-ci. Grâce aux différentes techniques utilisées, soit des 
essais de transcription in vitro à cycle unique (single-round in vitro transcription), d'acylation 
sélective du 2'-hydroxyle analysée par extension d'amorce (SHAPE), de transfert d'énergie 
par résonnance de fluorescence (FRET), d'électrophorèse comparative sur gel (CGE) et de 
cartographie chimique (in-line probing) il a été possible de démontrer l'importance des 
éléments mentionnés précédemment dans une optique structurale et fonctionnelle. Ainsi, il est 
possible d'affirmer que l'objectif initial de ce projet de maîtrise a été atteint et exposé dans les 
deux chapitres de ce mémoire. 
En premier lieu, le premier chapitre présente l'étude de la jonction entre les tiges PI et P4 du 
riborégulateur SAM-I et de l'appariement du cœur de l'aptamère entre l'uracile à la position 
114 et l'adénine à la position 138. Ainsi, il a été démontré que contrairement aux autres 
nucléotides de la jonction 1/4, une mutation ponctuelle de l'adénine à la position 138 (A138U) 
diminue grandement l'activité du riborégulateur, passant d'un T50 de 0,4 jiM SAM dans le cas 
du riborégulateur de type sauvage à 2,1 pM SAM pour le riborégulateur mutant A138U. De 
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plus, une mutation ponctuelle de son partenaire d'interaction dans l'appartement du cœur 
(U114A) diminue davantage l'activité du riborégulateur, alors que la complémentation de 
l'appariement du cœur (Al 14:U138) restaure partiellement son activité. Ensuite, concernant la 
structure du riborégulateur, il a été démontré qu'outre la formation de l'appariement du cœur 
qui est empêchée dans le cas du mutant A138U, sa conformation globale reste très semblable à 
celle du riborégulateur de type sauvage. De plus, toujours dans l'étude de la structure du 
riborégulateur SAM-I, il a été montré que l'absence de l'appariement du cœur ne nuit pas à la 
première étape de repliement, c'est-à-dire l'étape dépendante du magnésium où il y a 
repliement du motif K afin de permettre la formation du pseudonœud ainsi que l'empilement 
des tiges P2 et P3. En effet, les valeurs de [Mg2+j>/„ du coefficient de Hill ainsi que la variation 
des valeurs d'EFRET restent sensiblement les mêmes pour l'aptamère de type sauvage ou le 
mutant A138U. Toutefois, l'absence de l'appariement du cœur nuit à la seconde étape de 
repliement de l'aptamère, soit l'étape dépendante de la liaison de la SAM où les tiges PI et P4 
s'empilent l'une sur l'autre et que la rotation de la tige PI s'effectue. En effet, la destruction 
de l'appariement du cœur augmente le IQ des mutants U114A et A138U de 50 et plus de 400 
fois, respectivement, par rapport à l'aptamère de type sauvage. En plus de la destruction de 
l'appariement du cœur, la deuxième étape de repliement a été étudiée dans le cas de divers 
variants naturels et mutants de la jonction 1/4. Il a été démontré que l'ajout de pyrimidines 
dans la jonction 1/4, dont la séquence consensus ne contient que des purines (RRA), diminue 
grandement l'affinité du riborégulateur pour son ligand via une diminution de la facilité 
d'empilement entre les tiges PI et P4. 
En second lieu, l'étude présentée dans le chapitre 2 a permis de mieux caractériser la rotation 
de la tige PI du riborégulateur SAM-I. En effet, il a été démontré grâce à la caractérisation de 
la phase ondulatoire de la rotation de la tige PI d'un aptamère à 4 voies qu'elle s'effectue 
selon un pas droit à un angle d'environ 30 °. Puisque les tiges PI et P4 s'empilent l'une sur 
l'autre lors de l'étape de repliement menant à la conformation native, l'hypothèse que cet 
empilement serait à l'origine de la rotation de la tige PI avait été soulevée. Toutefois, il a été 
démontré que l'absence de la tige P4 n'empêche pas la rotation de la tige Pl. En effet, des 
essais d'électrophorèse comparative sur gel (CGE) ont permis d'observer une rotation de la 
tige PI dans le cas d'un aptamère de riborégulateur SAM-I à 3 voies, c'est-à-dire, qui ne 
possède pas de tige P4. Cependant, tel qu'il avait été décrit précédemment, le 
raccourcissement de la tige P4 mène à une diminution de l'affinité de l'aptamère pour son 
ligand (Heppell et al., 2011). 
Somme toute, cette étude ouvre la porte à plusieurs hypothèses qui devront être vérifiées au 
cours des prochaines années. En effet, la présence d'une rotation d'hélice dans des molécules 
d'ARN ainsi que leurs fonctions sera certainement un sujet de grand intérêt dans la 
communauté scientifique. 
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ANNEXE 1 
DONNÉES SUPPLÉMENTAIRES DU CHAPITRE 1 
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Figure A.l. Vecteurs fluorescents 1-3 (gauche) et 1-4 (droite) utilisés pour les essais de 
JFRET. Les séquences en noir représentent les ARN transcrits avec l'ARN 
polymérase du phage T7. Les fluorophores incorporés aux molécules d'ARN 
synthétique (en bleu), soit la fluorescéine et la cyanine 3 sont représentés 
respectivement par les cercles jaune et rose. 
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0.6-
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FTO-
GAU(U114A: A138U) 
10» 
Figure A.2. Effet de différents mutants ponctuels de la jonction 1/4 (CAA et GUA) et 
mutants de l'appariement du cœur (GAA* et GAU) sur la préorganisation du site 
de liaison du ligand du riborégulateur SAM-I. Changement d'EFRET en fonction de 
la concentration de magnésium dans le milieu. La valeur de [Mg2+]./; correspond à 
la concentration apparente de magnésium où la moitié du repliement induit par le 
magnésium est complété dans la population de molécules. Les valeurs de [Mg2^ 
de coefficient de Hill et de changement d'EFRET sont présentés dans le tableau 1.4. 
99 
QUA (A137U) UAA (G138U) QCA (A137Q CAA (G>J6C) 
10* 10* i(r 10» 10* 
SAM(nM) 
10* «t2 10* 10» 10* 
SAM(nM) SAM (nfyn 
10* 10* lo' »0* i0r 104 
SAM(nM) 
ACA IQ13SA : A137C) GAA* (U114A) OAU (U114A .A139U) CCA (G13CC :A1J7Cj 
10-» 10 10* 10» 10» 10* 10* 
SAM (DM) 
10* 10' 10* 10* 10* 
SAM(nM) 
10* 10* 10* 
SAM(nM) 
10-* 10* 10* 
SAM(nM) 
AAC (G13&A : A139C) 
jo' 10* 10" 10' 10* 
SAM(nM) 
GUU (U114A : A137U : AtMU) (U114A : G198C : A137C : A138C (U114A : G136U : A1S7U : A13KI 
10* 10* 
SAM (i*l) 
Figure A.3. Effet de différents mutants ponctuels de la jonction 1/4 (CAA, UAA, GCA, 
GUA, CCA, ACA, AAC, GUU, CCC et UUU) et mutants de l'appariement du cœur 
(GAA* et GAU) sur le réarrangement menant à la conformation native du 
riborégulateur SAM-I. Changement d'EFRET en fonction de la concentration de 
SAM dans le milieu. Les valeurs de [Mg2+]vi et de changement d'EpRET sont 
présentés dans le tableau 1.4. Il est à noter que certaines courbes présentées ci-haut 
ont été effectuées par Frédéric Jacques. 
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ANNEXE 2 
DONNÉE SUPPLÉMENTAIRE DU CHAPITRE 2 
Figure A.4. Calcul du Kd de l'aptamère de riborégulateur SAM-I à 3 voies Fn02 de la 
bactérie Fusobacterium nucleatum. Essai de cartographie chimique (in Une probing) 
selon différentes concentrations de SAM (1 pM, 10 pM, 100 pM, 1 nM, 2 nM, 
10 nM, 20 nM, 100 nM, 1 jjM et 10 jjM). Les pistes B, T1 et E correspondent 
respectivement à non réagi, digestion partielle à la ribonucléase T1 et digestion 
partielle alcaline (NaOH). Le graphique représente l'intensité de la bande 
(jonction 1-3) utilisée pour le calcul du KD. 
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